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Die pulmonale Hypertonie (PH) stellt ein Symptom dar, welches idiopathisch oder als
Folge verschiedener Krankheiten auftreten kann. Sie kann in verschiedene Formen
eingeteilt werden.
1.1.1 Einteilung und Klassifikation
Nach der Klassifikation des Weltkongresses für pulmonale Hypertonie in Venedig
2003 gilt heute folgende Einteilung in 5 Kategorien (http://www.kup.at/kardiologie) [1]:
1. Pulmonal-arterielle Hypertonie (PAH):
- Idiopathische (IPAH) und familiäre PAH (FPAH) [früher primäre pulmonale
Hypertonie (PPH)]
- Assoziierte pulmonal-arterielle Hypertonie (APAH) bei: Bindegewebserkrankung,
angeborene systemisch-pulmonalen Shunts (u. a. Herzfehler), portale Hypertension,
HIV-Infektion, Medikamente und Giftstoffe, andere Erkrankungen (der Schilddrüse,
Glykogenspeicherkrankheit, Morbus Gaucher, Splenektomie usw.), pulmonal-
arterielle Hypertonie mit relevanter venöser oder kapillärer Beteiligung, pulmonale
veno-okklusive Erkrankung (PVOD), pulmonale kapilläre Hämangiomatosis (PCH),
persistierende pulmonal-arterielle Hypertonie des Neugeborenen (PPHN)
2. Pulmonale Hypertonie bei Erkrankungen des linken Herzens:
Erkrankung des linken Vorhofs oder Ventrikels, Mitral- oder Aortenklappenfehler
3. Pulmonale Hypertonie bei Lungenerkrankung und/oder Hypoxie:
Chronisch obstruktive Lungenerkranung (COPD), Interstitielle Lungenerkrankung,
Schlafapnoe-Syndrom, Alveolärer Hypoventilation, Chronische Höhenkrankheit,
Anlagebedingte Fehlbildungen
4. Pulmonale Hypertonie aufgrund chronischer Thrombembolien (CTEPH):
Thrombembolischer Verschluss proximaler Lungenarterien, Thrombembolischer
Verschluss distaler Lungenarterien, Nicht-thrombotische Lungenembolien (Tumor,
Parasiten, Fremdkörper)
5. Sonstige:
Sarkoidose, Histiozytose X, Lymphangiomatosis usw.
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Eine alternative Unterteilung der sekundären PH kann anhand der Ätiologie und
Pathogenese erfolgen (Tabelle 1). Allen Formen gemeinsam ist ein pulmonaler
Widerstandshochdruck.
Tabelle 1: Ätiologie und Pathogenese der sekundären PH [2]
Hypertonieform Ätiologie Pathogenese













Physiologisch wird der Druck im Lungenkreislauf auf 16-20mmHg begrenzt. Dieses
wird durch einen Autoregulationsmechanismus des Körpers bewerkstelligt. Als
pulmonale Hypertonie, also einer Hypertonie des Lungenkreislaufes, versteht man
eine Erhöhung des mittleren pulmonal-arteriellen Drucks auf mehr als 25mmHg in
Ruhe oder 30mmHg unter Belastung. Ein Anstieg des pulmonal-vaskulären
Widerstandes führt durch Abnahme des Herzzeitvolumens (HZV) zu einem
konsekutiven Druckanstieg. Dies führt zu einem Lungengefäßumbau (Remodelling).
Druckanstieg, Remodelling und Abnahme des HZV bilden einen Circulus vitiosus.
Eine Konsequenz daraus ist die Ausbildung einer Rechtsherzhypertrophie bzw. eines
Cor pulmonale [3]. Das Ansprechen der Pulmonalgefäße auf vasodilatierende
Substanzen ist unterschiedlich gut und bei strukturellen Gefäßveränderungen meist
eingeschränkt. Bedeutsam für den pulmonal-arteriellen Druck ist das Gleichgewicht
vasodilatativer Mediatoren und Vasokonstriktoren, das unter pathophysiologischen
Bedingungen nicht mehr gegeben ist (Abbildung 1). Klinische Daten von Patienten
mit chronisch-pulmonaler Hypertonie zeigen ein Ungleichgewicht zu Gunsten
vasokonstriktorischer Mediatoren [4]. Moleküle, die eine entscheidende Rolle spielen,
sind Thromboxan A2, Endothelin-1, Angiotensin-2 (Vasokonstriktoren), Prostacyclin
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und Stickstoffmonoxid (Vasodilatoren). Ursachen für dieses Ungleichgewicht können
z.B. eine Mutation im BMPR2-Gen oder auch eine hypoxische Vasokonstriktion sein.
Aktuelle Therapiekonzepte versuchen dieses Ungleichgewicht zu reduzieren. Ziel ist
es, die Vasokonstriktion zu vermindern, den Gefäßumbau zu reduzieren und
Thrombosen vorzubeugen [5, 6]. Medikamente wie Sildenafil (Phosphodiesterase-5-
Hemmer), NO oder Ilomedin® (Prostacyklin-Analogon) wirken diesem Prozess
entgegen. NO und Ilomedin® haben einen ausgeprägten vasodilatierenden Effekt.
Sildenafil und Ilomedin® vermindern die Muskularisierung der Media. Sildenafil
konnte zusätzlich die Hypertrophie des rechten Ventrikels reduzieren [7].
Abbildung 1: Gleichgewicht und Ungleichgewicht vasoaktiver Substanzen beeinflussen den
pulmonalen Gefäßtonus und -umbau. (entnommen aus [8])
1.1.3 Morphologische Veränderungen
Alle Formen der pulmonal-arteriellen Hypertonie weisen ein morphologisches
Korrelat auf. Der chronisch erhöhte pulmonal-arterielle Druck führt zu
Umbauprozessen an den Lungengefäßen (Remodelling), der sogenannten pulmonal-
hypertensiven Vaskulopathie. Diese zeigt sich bei den elastischen Lungenarterien
später als bei den muskulären Lungenarterien [2]. In diesen Umbauprozessen
verändern sich die Struktur und Funktion aller am Aufbau des Gefäßes beteiligten
Zellen: Endothelzellen (EC), glatte Muskelzellen (SMC) und Fibroblasten. Glatte
Muskelzellen der Tunica media zeigen eine Hypertrophie und/oder Hyperplasie, was
zu einer Verdickung der Tunica media führt. Während der Entwicklung einer
chronischen PAH kommt es zu Intimaproliferation und einem Umbau in der
Adventitia (über Proliferation der Fibroblasten und Anlagerung von
Extrazellularmatrix). Die Erhöhung des pulmonal-arteriellen Druckes vollzieht sich
Einleitung
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nicht nur über eine Verdickung der Media, sondern auch über eine partielle
Muskularisation der Adventitia über eine Differenzierung der Fibroblasten [9, 10]. Bei
hohen Drücken entstehen plexiforme Läsionen, die aus konvolutartigen
Endothelzellproliferaten bestehen [11]. Bei der Bildung einer Neointima kommt es zur
Differenzierung von vaskulären glatten Muskelzellen (VSMC) der Media in einen
proliferativen Phänotyp, gefolgt von einer Emigration und Proliferation in die Intima
der Gefäßwand [12]. Des Weiteren kommt es zu einer Verdickung der Lamina
elastica [13], und die EC neigen zur Bildung einer prokoagulatorischen Zelloberfläche
[14]. Da die neointimalen Zellen gemeinsame ultrastrukturelle Merkmale mit
Myofibroblasten bzw. differenzierten glattmuskulären Zellen aufweisen, ist ein
Ursprung von den SMC der Media anzunehmen [13, 15, 16]. Die
histomorphologischen Veränderungen werden mit der Klassifikation nach Heath und
Edwards beschrieben (Tabelle 2). Ob die Grade 5 und 6 nach Heath und Edwards
als Steigerung des Schweregrades der PH angesehen werden können, wird
kontrovers diskutiert.
Tabelle 2: Klassifikation der pulmonal-hypertensiven Vaskulopathie nach Heath und Edwards
Grad Histomorphologische Veränderungen
1 Muskularisierung von pulmonalen Arteriolen und Mediahypertrophie muskularisierter Arterien
2 Migration von SMC in die Intima konzentrische Intimaproliferation
3 Transformation intimaler Myofibroblasten  konzentrisch laminare Intimafibrose
4 Auftreten plexiformer Läsionen
(5) Angiomatöse Läsionen und Rupturen dilatierter Gefäße Hämorrhagien, exsudative Läsionen
(6) Fibrinoide Degeneration und nekrotisierende Arteriitis
1.1.4 Die IPAH
Die Diagnose der idiopathischen pulmonal-arteriellen Hypertonie (IPAH) gilt als
Ausschlußdiagnose, wenn keine andere Ätiologie für eine PH nachgewiesen werden
kann. 1981 wurde in den USA am National Institute of Health ein Register zur
prospektiven Erfassung von IPAH-Fällen eingerichtet. Aufgrund dieses Registers
wird die Inzidenz der IPAH auf 1-2 Fälle pro eine Millionen Einwohner geschätzt. Der
Krankheitsbeginn liegt zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr, Frauen sind doppelt so
häufig betroffen wie Männer. Zu den initialen Symptomen gehört Luftnot und
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Müdigkeit, gefolgt von verminderter Belastbarkeit und Synkopen. Zum Zeitpunkt der
Diagnose kann meist ein mPAP von über 50mmHg gemessen werden. Unbehandelt
führt die IPAH innerhalb von durchschnittlich 2,8 Jahren nach Erstmanifestation zum
Tode [17].
Histomorphologisch ist die IPAH durch eine Obliteration der kleinen Pulmonalarterien
in Verbindung mit plexiformen Läsionen, medialer Hypertrophie, Intimafibrose und
thrombotischen Läsionen charakterisiert [18]. So zeigen histologische Schnitte aus
IPAH-Lungen Gefäßveränderungen korrespondierend zu einem Grad 4 nach Heath
und Edwards.
Molekularbiologie der IPAH:
1997 haben zwei unabhängig forschende Gruppen ein Gen identifiziert, welches in
die Pathogenese der IPAH involviert ist. Es handelt sich um das „Bone
Morphogenetic Protein Receptor 2“ (BMPR2)-Gen, welches zur „Transforming
Growth Factor“ (TGF)--Rezeptor-Superfamilie gerechnet wird. TGF- und seine
Mediatoren spielen in Entwicklungs- und Wachstums-Kontroll-Prozessen eine
wesentliche Rolle [19]. Mutationen im BMPR2-Gen treten in 55% der familären PAH
und in 25% der sporadischen PAH auf [20, 21]. Die „Bone Morphogenetic Proteins“
(BMP) vermitteln ihre Signale über zwei Typen von Serin-/Threoninkinase-
Rezeptoren, den Typ I- und den Typ II-Rezeptor. Nach BMP-Bindung phosphoryliert
der Typ II- den Typ I-Rezeptor, welcher wiederum die intrazellulären Signal-
transduzierenden Moleküle SMAD 1, 5 und 8 phosphoryliert [22]. Mutationen im
BMPR2-Gen können zu einer veränderten und reduzierten Signaltransduktion
führen, was wiederum zu gestörter Heterodimerisation oder zum Ausfall der
Ligandenfunktion führen kann [20, 22]. Studien haben gezeigt, dass die BMP-
Moleküle 2, 4 und 7 die Proliferation von VSMC unterdrücken und Apoptose in
diesen Zellen induzieren. Aus diesem Grund könnte eine Veränderung in dem
BMPR2-Rezeptormolekül zu einer Veränderung im Zellstoffwechsel und zu
Proliferation von VSMC führen. Letztendlich wäre ein Gefäßumbau, im Sinne eines
Remodelling, die Folge. In Patienten mit IPAH konnte eine verminderte Expression
des BMPR2-Rezeptors im Endothel der Pulmonalarterien nachgewiesen werden
[23]. Man nimmt an, dass eine alleinige Mutation des BMPR2-Rezeptors nicht den
Ausbruch der Erkrankung herbeiführt und dass weitere Noxen zur Manifestation
notwendig sind. Mutationen und Polymorphismen in anderen Genen wurden mit der
Pathogenese der IPAH in Verbindung gesetzt. So sind Veränderungen in Genen
beschrieben, die für den Serotoninrezeptor und -transporter, Kalium- und
Calciumkanäle und das Angiopoietin-1 codieren [24]. In Abbildung 2 ist das
Zusammenspiel einzelner Faktoren in der Pathogenese der pulmonalen Hypertonie
aufgezeigt.
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zum Erhalt der jeweiligen Organfunktionen notwendig sind und zumeist durch
hypoxieabhängige Transkriptionsfaktoren (HIF) induziert werden [26, 28].
1.2.2 Die Wirkung von Hypoxie auf den Gesamtorganismus und das
Lungengewebe
Im menschlichen Organismus existieren verschiedene Kompensationsmechanismen,
welche unter Hypoxie, einem verminderten Sauerstoffpartialdruck, aktiviert werden.
Hierzu zählt z.B. die bei einem Pa(O2)-Abfall bzw. einem Pa(CO2)-Anstieg durch
Chemorezeptoren (Glomus caroticum und Glomus aorticum) vermittelte Aktivierung
des Atemzentrums in der Medulla oblongata mit daraus resultierender
Mehrventilation [29]. Unter Hypoxie werden Mechanismen aktiviert, die die O2-
Sättigung im Blut bewahren sollen: Eine Voraussetzung für die Erhaltung einer
adäquaten Gewebeoxygenierung und -perfusion ist die Regulation des
Gefäßwiderstandes, wofür die Balance zwischen Vasokonstriktoren und
Vasodilatatoren von großer Bedeutung ist. Im Gegensatz zum Körperkreislauf, wo
Hypoxie zur Vasodilatation von Arteriolen führt, wirkt akute alveoläre Hypoxie als
potenter Vasokonstriktor auf den pulmonal-arteriellen Gefäßbaum, was zu einem
Druckanstieg in den Lungenarterien (speziell in den Widerstandsgefäßen) führt [13-
15, 30-32]. Die Vasokonstriktion wird durch den ´von Euler-Liljestrand-Mechanismus´
verursacht, der die regionale Lungenperfusion abhängig von der jeweiligen
Atemgasfraktion in den angrenzenden Alveolarräumen anpasst. Eine Reduktion des
alveolären O2-Partialdrucks in einem bestimmten Lungenabschnitt hat eine lokale
Konstriktion der Arteriolen und damit eine verminderte regionale Durchblutung zur
Folge. Durch diese Hypoxie-bedingte Widerstandserhöhung wird der Blutstrom in
besser ventilierte Areale mit weitergestellten Gefäßen umgeleitet, was den Abfall des
O2-Partialdrucks im Blut reduziert [33]. Dadurch ist eine optimale Oxygenierung des
sauerstoffarmen Blutes während der Lungenpassage gewährleistet. Die Existenz von
gering und nicht ventilierten Lungenarealen ist physiologisch.
Zwei unterschiedliche Hypothesen erklären die Entstehung der hypoxisch-
pulmonalen Vasokonstriktion: Einerseits wird angenommen, dass Hypoxie die
spannungsabhängigen Kalium-Kanäle in den Plasmamembranen der pulmonal-
arteriellen Myozyten inhibiert, was zu einer Depolarisation mit nachfolgendem Ca2+-
Einstrom durch die spannungsabhängigen (L-Typ-) Calcium-Kanäle und
resultierender Kontraktion der glatten Muskelzellen führt. Die Beobachtung, dass der
Calcium-Antagonist Nifedipin der Entstehung einer HPV vorbeugt, untermauert diese
Hypothese [30]. Andererseits gibt es Hinweise, dass Sauerstoffmangel in
Endothelzellen (EC) die Synthese und Freisetzung des potenten Vasokonstriktors





Typische Merkmale aller Gefäße sind ein flaches Endothel, welches das Lumen
begrenzt und mit dem subendothelialen Bindegewebe und den elastischen Fasern
der Lamina elastica interna die Tunica intima bildet. Angrenzend findet sich eine
unterschiedlich ausgeprägte Muskelschicht (Tunica media) und eine aus (Myo-)
Fibroblasten bestehende Tunica adventitia. EC, SMC und Fibroblasten spielen
Schlüsselrollen bei der Regulation der Gefäßfunktion. Zu deren Funktionen gehören
die Erhaltung des physiologischen Gefäßtonus, die Kontrolle des
Gerinnungssystems, Regulierung der Gefäßpermeabilität und das Wachstum der
glatten Muskelzellen [34].
Eine Fehlregulierung der Mechanismen kann als auslösender Faktor der pulmonalen
Hypertonie betrachtet werden. Ein entscheidender (beteiligter) Initiator des
Gefäßumbaus im Rahmen einer sekundären PH ist die Hypoxie [35, 36]. Kurzzeitige
Hypoxie führt bei EC zu einer physiologischen, reversiblen Modulation des
Gefäßtonus und Blutflusses (Vasokonstriktor-dominierender Gefäßzustand),
wohingegen chronische Hypoxie zur Produktion von Faktoren führt (siehe unten),
die durch Proliferation von SMC und Fibrosierung einen irreversiblen Gefäßumbau
induzieren [37]. Der Umbauprozeß in den kleinen Gefäßen beginnt bereits nach 2d
unter Hypoxie, eine Proliferation der SMC ist nach 4d zu beobachten. Die
−verglichen mit der SMC-Proliferation− vorzeitig einsetzende Gefäßumstrukturierung 
könnte durch eine Differenzierung und/oder Migration von SMC-Vorläufern (Perizyten
oder Fibroblasten) bedingt sein [38]. Zudem induziert die Hypoxie eine
Dickenzunahme der Adventitia, bedingt durch eine Hyperplasie und Hypertrophie der
Fibroblasten mit vermehrter Kollagenfaserdeposition. O2-Mangel verursacht
demnach Veränderungen in allen drei Gefäßschichten [13]. Während die großen
Pulmonalarterien infolge Hypoxie eine geringe Wandverdickung aufweisen, nimmt
mit abnehmendem Gefäßdurchmesser die Tendenz zur Mediahypertrophie zu.
Ehemals nichtmuskuläre Gefäßäste können muskularisiert werden [15, 36, 39]. Der
Gefäßumbau scheint proximal zu beginnen und sich nach distal fortzusetzen [36], mit
den stärksten Veränderungen an den Widerstandsgefäßen [35, 40]. Aufgrund des
bekannten Stimulus wird die hypoxisch-pulmonale Vasokonstriktion häufig als Modell
für die PAH genutzt.
An dem Umbau der pulmonal-arteriellen Gefäße sind die in Tabelle 3 aufgezeigten
Faktoren beteiligt. Dazu gehören Wachstumsfaktoren, Zytokine und vasoaktive
Substanzen. Über Wachstumsfaktoren und vasoaktive Substanzen werden der
Gefäßtonus und das Wachstum der SMC reguliert. So wird bei chronischer Hypoxie
die Synthese von NO und Prostazyklin vermindert, was zu einer Vasokonstriktion
und Proliferation von SMC führt. Umgekehrt führt Hypoxie zu einem Anstieg von
Angiotensin II, Endothelin 1 (ET-1) und Thromboxan A2. Diese Substanzen steigern
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die Produktion von potenten Wachstumsfaktoren wie PDGF, basic fibroblast growth
factor (bFGF), insuline growth factor-I (IGF-I) und TGF-β, was zum Wachstum von 
SMC und Fibroblasten führt. Die SMC zeigen eine veränderte Morphologie mit
Hypertrophie und Hyperplasie, Fibroblasten produzieren vermehrt ECM [41]. Direkt
oder indirekt über Rezeptorbindung werden intrazelluäre Signalkaskaden aktiviert
und über Tyrosinkinasen, Ca2+, Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK) und
Proteinkinase C (PKC) vermittelt. Andere Stimuli und Signalwege können diesen
Effekt steigern, was zu einem verstärkten Gefäßumbau im Lungengewebe führen
kann. Ein Merkmal des Remodellings ist die Ablagerung von Matrixproteinen, wie
Pokollagen 1α1, Tropoelastin und Fibronektin. In diesen Prozess sind Zellen der 
Adventitia (Fibroblasten) involviert [31, 42, 43]. Weitere hypoxische Veränderungen
der Fibroblasten sind übermäßige Zellproliferation und das Akkumulieren von α-
SMC-Actin in manchen Fibroblastenpopulationen, was für einen Differenzierung von
Fibroblasten zu Myofibroblasten spricht. Die Veränderungen in der Adventitia tragen
zur Einengung des Gefäßlumens bei und führen zu vermindertem Ansprechen auf
vasodilatative Stimuli [44]. Eine aktuelle Übersicht über das Hypoxie-bedingte
Remodelling in der Lunge bietet die Arbeit von Stenmark et al. [41].
Tabelle 3: Moleküle, die am Hypoxie-bedingten Gefäßumbau beteiligt sind (Moleküle in

















1.2.4 Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) als
Beispiel einer sekundären Hypoxie-induzierten PH
Definition und Epidemiologie der COPD:
Die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) bezeichnet als Sammelbegriff
eine Gruppe von Krankheiten der Lunge, die durch Husten, vermehrten Auswurf und
Atemnot bei Belastung gekennzeichnet sind. In erster Linie sind die chronisch
obstruktive Bronchitis und das Lungenemphysem zu nennen. Die COPD ist eine
vermeidbare und behandelbare Erkrankung mit signifkanten extrapulmonalen
Auswirkungen, welche mit der Schwere der Erkrankung korrelieren kann. Die
pulmonale Komponente ist durch eine Obstruktion gekennzeichnet, welche nicht
vollständig reversibel ist. Die Obstruktion ist in der Regel progressiv und geht mit
einer Entzündungsantwort auf inhalative Noxen einher [45].
Die chronisch obstruktiven Lungenerkrankungen (COPD) gehören weltweit zu den
häufigsten chronischen Erkrankungen. Zigarettenrauch ist der größte Risikofaktor für
COPD. Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) schätzte im Jahre 1996 die Anzahl
der Raucher unter der Bevölkerung weltweit auf ca. 1,1 Mrd. Menschen. Trotz
zunehmender Inzidenz der COPD liegen keine verlässlichen Zahlen für die
Prävalenz der COPD vor. Die WHO schätzt ihre Prävalenz weltweit auf 0,8%. Halbert
et al. untersuchten im Rahmen einer Metaanalyse 32 wissenschaftliche Artikel aus
17 verschiedenen Ländern. Dabei lag die Prävalenz der COPD zwischen 0,23 bis
18,3%, wobei insgesamt die Rate bei Männern höher lag als bei Frauen. Obwohl die
Variabilität offenbar sehr hoch ist, steht jedoch fest, dass die COPD weltweit ein
großes Gesundheitsproblem darstellt [46]. In Entwicklungsländern stellt die
Behandlung von COPD-Exazerbationen eine der größten Probleme des
Gesundheitssystems dar. In der europäischen Union nimmt die Behandlung der
COPD 6% des gesamten Budgets, welches im Gesundheitssystem zur Verfügung
steht, ein. Der Kostenanteil der COPD an allen pneumologischen Erkrankungen
beträgt 56% [47].
Pathophysiologie der COPD:
Die COPD geht mit einer chronischen Entzündungsreaktion einher und zeigt
pathologische Veränderungen der proximalen und peripheren Atemwege, des
Lungenparenchyms und des pulmonalen Gefäßsystems [48]. Die
Entzündungsreaktion auf irritative Substanzen, wie Zigarettenrauch, scheint um ein
Vielfaches verstärkt in COPD-Patienten im Vergleich zur physiologischen
Entzündungsreaktion. Eine genetische Komponente wird diskutiert. So entwickeln
auch nichtrauchende Patienten eine COPD, wobei der Entzündungsmechanismus in
diesen Patienten noch nicht hinreichend bekannt ist. Belegt ist, dass die
entzündlichen Veränderungen der Lunge durch oxidativen Stress und
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Proteinasenüberschuss verstärkt werden [49]. Basierend auf der Proteinasen/
Antiproteinasen-Hypothese werden z.B. nach Inhalation von Zigarettenrauch
Proteinasen aus Entzündungszellen freigesetzt. Anderseits werden Antiproteinasen
durch Sauerstoffradikale inaktiviert und zerstört. Die übermäßige Freisetzung von
Proteinasen übersteigt die Menge an Antiproteinasen, welche eine Schutzfunktion im
Lungengwebe einnehmen. So kommt es u.a. zu einer Degradierung der ECM in den
Alveolarwänden und einer Aktivierung von Wachstumsfaktoren und Zytokinen [50].
Die Folge daraus ist eine Zerstörung der Alveolarwände mit Ausbildung eines
Emphysems. Der schwere hereditäre α1-Antitrysinmangel stellt hierbei den am
besten dokumentierten genetischen Risikofaktor dar [51]. Das α1-Antitrysin ist ein
wichtiger, im Blut zirkulierender Inhibitor für Serinproteasen. Der seltene α1-
Antitrysinmangel wird rezessiv vererbt und findet sich am häufigsten in Menschen
nordeuropäischer Herkunft [52]. Weitere Proteinasen, die an der Pathogenese der
COPD beteiligt sind, gehören zur Gruppe der Serinproteinasen, der
Metalloproteinasen und der Zystinproteinasen [50].
Eine herabgesetzte FEV1 resultiert in erster Linie aus einer Entzündungsreaktion und
der Verengung der peripheren Atemwege im Rahmen der Umbauprozesse der
chronischen Bronchitis. Eine sich ausdehnende Entzündung mit Fibrosierung und
Exsudaten der kleinen Atemwege korreliert mit einer verminderten FEV1 und
FEV1/FVC ratio [53].
Zerstörung des Lungengewebes und reduzierter Gasaustausch führen zu Hypoxämie
und Hyperkapnie. Leichte bis mittelschwere Formen der pulmonalen Hypertonie
können sich in der COPD entwickeln und sind auf die hypoxische Vasokonstriktion
infolge des aktivierten Euler-Liljestrand-Mechanismus zurückzuführen [54]. Die beim
Gesunden sinnvolle Vasokonstriktion im Bereich hypoxischer Alveolen führt bei
Patienten mit COPD zu einer erheblichen Verringerung des Gesamtquerschnittes der
pulmonalen Strombahn. Anstieg des pulmonal-arteriellen Widerstandes führt bei
gleich bleibendem HZV zur konsekutiven Druckerhöhung im Lungenkreislauf und
schließlich zu einer fixierten pulmonalen Hypertonie. Es kommt im folgenden zu
einem Umbau der Lungengefäße mit Hypertrophie und Hyperplasie der
Gefäßmuskulatur [55]. Auch der rechte Herzventrikel adaptiert an die Druckbelastung
und hypertrophiert: es entwickelt sich ein Cor pulmonale [29]. Vor allem in Patienten
mit schwerer Form der COPD wird ein solches Cor pulmonale beobachtet. Dieses
hat einen entscheidenden Einfluss auf die Überlebenszeit und auf Anfälligkeit für
weitere Erkrankungen [54]. Nach der globalen Initiative für COPD (GOLD) lassen




Pulmonale Hypertonie und COPD:
Die weitaus häufigsten Auslöser einer PH sind Erkrankungen, die durch eine
chronische alveoläre Hypoxie und Vasokontriktion den präkapillären Widerstand der
Pulmonalgefäße erhöhen. Wie weiter oben beschrieben kann es im Rahmen einer
schweren COPD sekundär zu einer PH kommen. Als schwere Formen der COPD
gelten die Stadien 3 und 4 nach der GOLD-Klassifikation mit FEV1-Werten unter
50%. Es wird angenommen, dass über 20% der Patienten mit schwerer
fortgeschrittener COPD an einer PH leiden [57, 58]. Der größte Teil der COPD-
assoziierten PH ist milde bis moderat, mit einem mPAP von 20-35mmHg. Wenn
COPD-Patienten eine PH entwickeln, sind sowohl die Morbidität als auch die
Mortalität bei den Patienten signifikant erhöht. So kommt es zu einer signifikanten
Erhöhung von COPD-Exazerbationen nach Entwicklung einer PH [59]. Schwere
Formen der PH mit einem mPAP über 40mmHG treten lediglich in <5% der Fälle auf.
Die mittlere Überlebenszeit bei COPD-Patienten mit schwerer PH liegt bei circa 40
Monaten [60].
Histomorphologisch finden sich Veränderungen der Lungengefäße mit
Muskularisierung von Arteriolen und intimaler Verdickung im Sinne einer pulmonal-
hypertensiven Vaskulopathie Grad 1 und 2 nach Heath und Edwards [59].
Stenosierende Intimaproliferation und plexiforme Läsionen werden nur selten
gesehen. Die sich im Laufe der COPD-assoziierten PH entwickelnde Hypoxie ist
Ansatzpunkt von therapeutischen Konzepten. So ist die langfristige Gabe von
Sauerstoff eine effektive Therapie, um die Progression der COPD-assoziierten PH zu
verlangsamen [61]. Andere Ansatzpunkte stellen die Gabe von Vasodilatatoren dar,
um der Vasokonstriktion und dem Gefäßumbauprozess entgegenzuwirken (siehe
1.1.2).
1.3 Hypoxie-assoziierte Gen- und Protein-
veränderungen
1.3.1 Überblick
Die Regulation auf Trankriptionsebene während der Hypoxie ist entscheidend für das
Remodelling und umfasst zahlreiche Signal- und Zielgene. Es wurde gezeigt, dass
einige Faktoren direkt über eine Induktion der Hypoxia-inducible factors 1-3 (HIF-1-3)
reguliert werden, welche unter hypoxischen Bedingungen in einer Vielzahl von Zellen
gebildet werden [12, 28]. HIF-1 wurde ursprünglich durch Bindung an das
sogenannte ´hypoxia response element (HRE)´ am 3’-Ende des humanen
Erythropoietingens identifiziert. Die Bindung ist notwendig für eine Aktivierung der
HIF-1 induzierten Transkription als Reaktion auf Hypoxämie [62]. HIF besteht aus der
unter Hypoxie stabilisierten Untereinheit HIF-1α und der konstant exprimierten HIF-
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1β Untereinheit. Über HIF wird die Expression von Genen, welche in der 
Erythropoese, Angiogenese, Glykolyse und der Modulation des Gefäßwiderstandes
eine Rolle spielen, aktiviert [63]. Einige der Genprodukte, die über HIF induziert
werden, sind im folgenden genannt (entnommen aus Semenza et al. [28]): PDGF,
VEGF, acidic/basic fibroblast growth factor (a/bFGF), TGF-β, insuline growth factor 2 
(IGF-2), Erythropoietin (Epo), Transferrinrezeptor, Glykolyse-Enzyme,
Cyklooxygenase 2 (COX2), Endothelin 1 (ET-1), Angiotensin-konvertierendes Enzym
(ACE), Angiotensin II (AngII), Plasminogen-Aktivator-Inhibitor (PAI) und
Hämoxygenase 1 (HO-1).
Andere Gene werden unter hypoxischen Bedingungen über reaktive Sauerstoff-
Spezies (ROS) gesteuert [64]. Ein verminderter regionaler Blutfluss kombiniert mit
chronisch-hypoxischer Vasokonstriktion kann zu Ischämie führen, was mit oder ohne
entzündliche Veränderungen zur Produktion von ROS im Lungengewebe führt. Die
Sauerstoff-Spezies des hypoxämischen Lungengewebes stammen unter anderem
von der Endothelium-derived Xanthinoxidase, Zyklooxygenasen, Lipoxygenasen,
Endothelial-NO-synthase (eNOS), VSMC-derived NADH-oxidase und aktivierten
Makrophagen [65]. Bei einer Ansammlung von ROS kann das NO im Lungengewebe
vermindert werden, was zu Vasokonstriktion, Zellproliferation und Zelltod führt [66].
In EC, VSMC und Fibroblasten werden Sauerstoff-Spezies innerhalb von Minuten bis
Stunden produziert, während in neutrophilen Granulozyten eine gleichmäßige
Abgabe beobachtet wird [67].
Bisher wurden bereits mehrere Gene und Proteine, die an Hypoxie-induzierten
Regulationen und Gefäßumbauvorgängen in der humanen Lunge beteiligt sind,
genauer charakterisiert (z.B. VEGF). Laborinterne Untersuchungen ließen jedoch
vermuten, dass weitere relevante Gene und Proteine im Lungengefäßumbau
Hypoxie-bedingt reguliert werden. Im einem Mausmodell zur Hypoxie-induzierten
pulmonal-arteriellen Hypertonie konnten mittels Microarray- und 2D-Page-Analysen
Kandidatengene und -proteine in intrapulmonalen Arterien identifiziert werden [68,
69]. In der vorliegenden Arbeit wurden 6 dieser Gene und Proteine näher untersucht
und ermittelt, ob diese auch in humanen Lungen bei pulmonaler Hypertonie
differentiell exprimiert werden.
1.3.2 FHL-1
Four and a Half LIM Domain Proteine (FHL) sind eine Gruppe von LIM-Proteinen, die
im Skelettmuskel, aber auch in anderen Geweben identifiziert wurden.
Charakteristisch sind 4 aufeinanderfolgende LIM-Domänen und eine Einzel-
Zinkfinger Domäne, lokalisiert an der N-terminalen Region. Bis jetzt wurden vier
Isoformen beschrieben (FHL 1-4). Das in dieser Arbeit untersuchte FHL-1 besitzt
eine Molekülmasse von 30kDa [70].
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LIM-Proteine, wie LIN-11, ISL-1 und MEC-3 tragen ein Motiv, das aus zwei Zink-
Fingern besteht, die Protein-Protein-Interaktionen vermitteln können und an der
Transkriptionskontrolle beteiligt sind. Sie können interagierend wirken in der
Zellentwicklung, zellulärer Differenzierung und Zytoskelettänderungen. Neben den
klassischen Transkriptionsfaktoren werden zunehmend Zink-Finger-Proteine isoliert,
die sowohl Signaltransduktions- als auch Transkriptionsfaktor-Funktionen
übernehmen. Trotzdem gibt es keinen Beweis, dass LIM-Domänen direkt an DNA
binden [71]. Ein Beispiel für solche Proteine ist das im Skelettmuskel und in der
Herzmuskulatur hoch exprimierte LIM-Protein FHL-1 (auch „SLIMMER“ genannt).
Eine starke Expression des Gens findet sich außerdem in den Genitalorganen und in
der Lunge, eine geringe Expression ist im Thymus, den Lymphknoten und der Leber
zu beobachten [72].
Brown et al. konnten demonstrieren, dass Skelettmuskel-LIM-Proteine-1 (SLIM-1,
auch FHL-1 genannt) in den Kernen von Myoblasten und im Zytoplasma von
Myotubuli lokalisiert sind. Sie nahmen an, dass FHL-1 sich möglicherweise zwischen
Kern und Zytoplasma hin und her bewegt. Weiterhin vermuteten sie, dass FHL-1
aufgrund von LIM-Domänen als Verbindungsprotein in einem größeren
Funktionskomplex innerhalb der „focal adhesions“-Bereiche auftritt [71].
Extrazelluläre Reize, wie ECM, Zytokine, Antikörper und Wachstumsfaktoren,
können auf Zellen einwirken. Sie reagieren an der Zellmembran spezifisch mit
Rezeptoren und aktivieren Signalkaskaden. In Abhängigkeit von externen Stimuli
bilden Zellen konzentrierte Ansammlungen von Signalmolekülen, die sog. „focal
adhesions“, über die an der Membran oder im Zytosol eine oder mehrere
Signalkaskaden in Gang gesetzt werden [73].
FHL-1 induziert über eine Signalkaskade die alpha5-beta1-Integrin-abhängige
Muskeldehnung. Eine Überexpression von FHL-1 begünstigt die
Myoblastenausbreitung und die Zellmigration. Robinson et al. konnten zeigen, dass
FHL-1 Integrin-vermittelte zelluläre Funktionen reguliert. Bei einer Inhibition von
Integrinsignalen zeigte FHL-1 eine diffuse Lokalisation im Zytosol und eine
verminderte Expression im Nucleus. Robinson et al. nahmen außerdem an, dass
eine Überexpression von FHL-1 die normale Myoblastenadhäsion stören kann [74].
Boettiger et al. zeigten, dass eine Überexpression von aktiviertem alpha5-beta1-
Integrin die Myoblastenadhäsion erhöht, aber die Zellmigration inhibiert [75].
1.3.3 S100 A4
S100 A4, auch Mts-1 genannt, ist ein 11kDa großes dimeres Molekül und wird zu der
Ca2+-bindenden S100 Proteinfamilie gezählt. Eine Rolle bei der Invasion und
Metastasierung von Krebszellen wird diskutiert [76]. In diversen Metaplasien und
Kanzerosen konnte eine Hochregulation von S100 A4 nachgewiesen werden.
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Beispiele hierfür sind Karzinome der Mamma, Ovarien, Schilddrüse, Lunge,
Ösophagus, Magen, Kolon und Prostata. Das Protein wird von Krebszellen und
Fibroblasten sezerniert [77].
Die Wirkmechanismen von S100 A4 sind nicht vollständig entschlüsselt, man nimmt
aber eine intra-, wie auch extrazelluläre Wirkweise an. Intrazellulär wirkt S100 A4 auf
Proteine des Zytoskeletts, welche in die Zellmotilität involviert sind, wie z.B. das
nichtmuskuläre Myosin II [78]. Weiterhin beeinflusst und reguliert S100 A4
verschiedene intrazelluläre Signalmoleküle, wie das Tumorsupressorprotein p53 [79].
Wie andere Moleküle aus der S100 Familie besitzt S100 A4 keine Enzymaktivitäten,
reguliert aber die Aktivität des Bindungspartners über Veränderungen seiner Struktur
[80]. In sezernierter Form stimuliert S100 A4 die neuronale Differenzierung,
Angiogenese, EC-Motilität, Metalloproteinaseaktivität, SMC-Migration und
Proliferation und in-vitro die Kardiomyogenese. Es wird angenommen, dass diese
Effekte über eine Bindung an Zellmambranrezeptoren hervorgerufen werden. Die
angiogenen Effekte von S100 A4 konnten über eine Bindung an Annexin II gezeigt
werden, welches sich auf der Oberfläche von EC befindet [81-83].
1.3.4 BDNF
Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) gehört zur Gruppe der Neurotrophine (NT),
einer Polypeptidfamilie von Wachstumsfaktoren [84]. Andere Vertreter dieser Familie
sind der Nervenwachstumsfaktor (NGF), Neurotrophin 3 (NT-3) und Neurotrophin 4/5
(NT-4/5). Neurotrophine sind am besten charakterisiert als Mediatoren in neuronalen
Zellen des ZNS und PNS, zuständig für Entwicklung, Überleben, Differenzierung und
Plastizität der Synapsen [85]. Darüberhinaus haben Studien gezeigt, dass
Neurotrophine auch in nicht neuronalen Zellen, wie EC, SMC, Zellen des
Immunsystems und Epithelzellen verschiedener Organe, eine Rolle spielen [86-88].
BDNF wird, wie alle NT, über eine Vorstufe synthetisiert. Das inaktive pro-BDNF wird
proteolytisch gespalten und ergibt das C-terminale reife Protein. Dabei besitzt pro-
BDNF eine Molekülmasse von 30kDa, BDNF eine Molekülmasse von 13,5kDa [89].
BDNF vermittelt seine Wirkung über Bindung an zwei Rezeptorklassen. Zum einen
die Tyrosinrezeptorkinase (Trk), welche spezifisch für die einzelnen Neurotrophine ist
und dem unspezifischen p75NTR, an welches alle NT und pro-NT binden können [90,
91]. BDNF bindet mit hoher Affinität an den TrkB-Rezeptor. Beide Moleküle werden
in verschiedenen nicht neuronalen Geweben exprimiert (Skelettmuskel, Herz, Lunge,
Gefäßsystem), in vergleichbarer Menge wie im ZNS [92, 93]. In pathologischen
Prozessen, wie Gefäßverletzungen und allergischem Asthma bronchiale, konnte eine
veränderte Expression von BDNF und TrkB nachgewiesen werden [94, 95]. Im Falle
von Asthma bronchiale konnte BDNF als Bindeglied zwischen den entzündeten
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Atemwegen und dem hypereagiblem Bronchialsystem identifiziert werden. Dabei
spielt BDNF eine Rolle in der neuronalen Kontrolle der SMC-Kontraktilität.
1.3.5 TrkB
TrkB gehört zur Familie der Tyrosinrezeptorkinasen (Trk) und fungiert als
Membranrezeptor für die Neurotrophine BDNF, NT-3 und NT-4/5 [96]. Die Bindung
von Neurotrophinen an Trk-Rezeptoren induziert diverse Prozesse des sich
entwickelnden und adulten Nervensytems, wie Zellproliferation,   -überleben,
Determination neuronaler Progenitorzellen, Axon- und Dendritenwachstum [97]. Das
BDNF/TrkB-System wurde als Hauptregulator der exzitatorisch synaptischen
Übertragung und Synapsenplastizität bei Speicherung von Gedächtnisinhalten
identifiziert [98]. Neben der Entwicklung und Integrität des Nervensystems spielt das
BDNF/TrkB-System eine wichtige Rolle im Koronarsystem des Herzen [99].
Weiterhin zeigt sich eine Assoziation mit allergischem Asthma bronchiale und dem
Tumorzellwachstum in einigen malignen Tumoren (z.B. Neuroblastom) [95, 100].
Die Aktivierung von TrkB durch seine Liganden bewirkt eine Autophosphorylierung
einiger Tyrosinseitenketten und Aktivierung von Signalkaskaden über die Moleküle
Shc-Ras-mitogen-aktivierte Proteinkinase, Phosphatidylinositol3-kinase/Akt,
Phospholipase Cγ-Ca2+ und Proteinkinase C [101].
Zusätzlich zu dem Volllängen-TrkB-Rezeptor (gp145TrkB) mit einem Molekulargewicht
von ~145kDa existiert eine Isoform mit trunkierter intrazellulärer Tyrosinkinase-
Domäne (gp95TrkB) mit einem Molekulargewicht von ~95kDa [102]. Es wird vermutet,
dass eine verstärkte Expression des Volllängen-TrkB-Rezeptors in
hypoxisch/ischämischen Rattengehirnen eine existenzielle Rolle für den frühen
Schutzmechanismus der betroffenenen Neurone spielt [103]. Vermutlicherweise wirkt
die trunkierte Form als negativer Inhibitor für die Volllängenform und/oder als
´Scavenger-Rezeptor´ für BDNF und NT-4/5 [104, 105]. Zusätzlich wurde eine
Signaltransduktion über die trunkierte Form beschrieben. Die Bindung von BDNF an
die trunkierte Form von TrkB induziert über einen G-Protein- und Proteinkinase C-
vermittelten Signalweg eine Differenzierung von neuronalen Stammzellen in gliale
Vorläuferzellen und Astrozyten [106].
1.3.6 TSP-1
Thrombospondin-1 ist ein multifunktionales Makromolekül, welches in der
Organogenese und bei Umbauvorgängen im adulten Gewebe exprimiert wird [107].
Immunhistochemische Färbungen bestätigen die Lokalisation von TSP-1 in diversen
humanen Geweben, wie Lunge, Gefäßwand, Bindegewebe und Skelettmuskel [108].
In Mäusen konnte gezeigt werden, dass TSP-1 während der Entwicklung von Herz,
Lunge, Leber, Gehirn, Nieren, Knochen und Skelettmuskel verstärkt exprimiert wird
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[109]. Es ist außerdem in Entzündungsreaktionen, Wundheilung, Angiogenese und
Tumorenstehung involviert [107]. Die spezifischen Effekte von TSP-1 auf Zellebene
sind abhängig von dem Zelltyp und der zelltypspezifischen Expression von
Zellmembranrezeptoren.   So induziert TSP-1 in VSMC eine Proliferation, während
es in EC die Proliferation inhibiert [110, 111]. TSP-1 wird unter anderem von EC,
VASMC, Fibroblasten und Typ II Pneumozyten synthetisiert und sezerniert.
TSP-1 ist ein 450kDa großes homotrimeres Glykopeptid, welches in löslicher und
gebundener Form vorkommt [112]. Auf Zellebene vermittelt TSP-1 direkt die
Zelladhäsion und -migration und besitzt zusätzlich regulierenden Einfluss auf
Zelladhäsion und -migration über Veränderungen in der ECM. Dies geschieht durch
Bindung von TSP-1 an eine Vielzahl von Zellmembranrezeptoren, wie z.B. CD 36,
CD 47, Integrine (αvβ3, α4β1, α5β1 und α3β1) und Heparansulfat-Proteoglykane 
[107]. Über die Rezeptorbindung kann weiterhin eine Entzündungsantwort vermittelt
werden.
Über eine Bindung an extrazelluläre Proteine wie Heparin, Plasminogen, Fibrinogen
oder Fibronektin kann TSP-1 die Fibrinolyse regulieren. Außerdem bestizt TSP-1 die
Fähigkeit, an TGF-β zu binden und dieses zu aktivieren. Diese Interaktionen führen 
wiederum zu Zellmigration, Differenzierung und Proliferation [113, 114]. In vielen
Zelltypen bewirkt die Bindung von TSP-1 eine Zellausdehnung mit einer
ausgeprägten Umstrukturierung des Actin-Zytoskeletts. Beteiligte Proteine sind das
F-Actin und das Actin-bündelnde Protein Fascin [115].
Die Expression von TSP-1 wird durch Hitzeschockproteine, Hypoxie und durch die
Wachstumsfaktoren PDGF, TGF-β und bFGF reguliert. Untersuchungen in 
Endothelzellen zeigten eine Interaktion von TSP-1 mit dem Zellrezeptor CD36 sowie
eine entscheidende Rolle bei der Vermittlung anti-angiogener und pro-apoptotischer
Aktivität [116].
1.3.7 CD36
Das Zellmembranoberflächenmolekül CD36 (Thrombospondin-Rezeptor,
Glykoprotein IV) ist ein 88kDa großes Glykoprotein und wird auf Thrombozyten,
Monozyten und Endothelzellen gefunden [117]. Asch et al. vermuteten, dass CD36
die Funktion als zellulärer TSP-1 Rezeptor besitzt.
Monozyten und Makrophagen spielen eine Hauptrolle in der Aufrechterhaltung und
Auslösung einer Immunantwort des menschlichen Körpers und zählen damit auch zu
den wichtigsten Effektorzellen dieses Systems. Während einer Entzündungsreaktion
kommt es zur Aktivierung, Differenzierung, Migration, Phagozytose und
Antigenpräsentation sowie zum programmierten Zelltod der Makrophagen [118].
Monozyten und Makrophagen besitzen an ihrer Oberfläche Rezeptoren für
Einleitung
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Immunglobuline, Komplementfaktoren, Wachstumsfaktoren, Zytokine und für andere
Mediatoren, wie z. B. TSP-1.
CD36 dient als Adhäsionstelle für TSP-1 und Kollagen I und IV. Auf Endothelzellen
ist CD36 speziell für die Bindung von TSP-1 zuständig, wodurch es zur Hemmung
der Proliferation, der Einleitung der Apoptose und zur Hemmung der Angiogenese
kommt. Proteine, die an CD36 binden, wie Kollagen und intakte CD36-spezifische
Antikörper, induzieren einen ´oxidative burst´ (reaktive Sauerstoffspezies) in
Monozyten und Thrombozyten. Diese reaktiven Sauerstoffspezies sind wichtig für die





Ziel der Arbeit war es, ausgewählte Gene und Proteine näher zu charakterisieren, die
an dem vaskulären Umbau und möglicherweise an der Pathogenese der pulmonalen
Hypertonie in primärer (IPAH) und sekundärer Form (COPD) beteiligt sind.
Erkrankungsspezifische Unterschiede auf Gen- und Proteinebene sollten aufgezeigt
werden. Die 6 ausgewählten Gene und Proteine (FHL-1, S100 A4, BDNF, TrkB,
TSP-1 und CD36) waren in vorausgegangenen Microarray- und 2D-PAGE-Analysen
der untersuchenden Arbeitsgruppe am Mausmodell der hypoxie-induzierten
pulmonalen Hypertonie als reguliert aufgefallen. Ihre Präsenz in humanen
Pulmonalarterien war in weiteren Experimenten immunhistochemisch bestätigt
worden. Es stellte sich die Frage, ob die in dem Tiermodell gefundenen Ergebnisse
sich auf Probematerial aus humanen Lungen übertragen lassen. Zunächst wurde die
RNA- und Proteinexpression an humanem Lungenhomogenat untersucht.
Anschließend folgte eine Isolation und Kultivierung von pulmonal-arteriellen SMC
und adventitiellen Fibroblasten. In einem weiteren Schritt wurde der Einfluss einer
Hypoxiestimulation (24h; FiO2=0,01) auf die RNA- und Proteinexpression in PASMC
und Fibroblasten untersucht.
Folgende Fragen sollten beantwortet werden:
1. Welche der Gene und Proteine weisen im Lungenhomogenat von IPAH- und
COPD-Lungen eine differentielle Expression im Vergleich zu Spenderlungen auf?
Wie unterscheidet sich die Expression in einer idiopathischen
Lungengefäßerkrankung (IPAH) und einer chronisch hypoxischen Lungenerkrankung
(COPD) verglichen mit der Expression in Spenderlungen?
2. Bestehen Expressionsunterschiede zwischen Lungenhomogenat und isolierten
primären PASMC und Fibroblasten unter normoxischen Bedingungen?
3. Welchen Einfluss hat eine 24h Hypoxiestimulation auf die Gen- und
Proteinexpression von kultivierten PASMC und Fibroblasten? Bestehen
erkrankungsspezifische Unterschiede? Reagieren isolierte Primärzellen aus IPAH-
oder COPD-Lungen anders auf die Hypoxiestimulation als Zellen aus
Spenderlungen? Reagieren PASMC anders auf die Hypoxiestimulation als
Fibroblasten?
4. Wo sind die Proteine in den PASMC und Fibroblasten lokalisiert? Bestehen
Unterschiede im Verteilungsmuster zwischen den untersuchten Proteinen? Bestehen
erkrankungsspezifische Unterschiede? Verändert die Hypoxiestimulation das
Verteilungsmuster in der Zellart?
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2 Material und Methoden
2.1 Materialien
2.1.1 Instrumente und Geräte
ABI PRISM® Sequence Detection System 7700 PE Applied Biosystems (Foster
City, CA, U.S.A.)
Biofuge A Heraeus (Hanau)
Centrifuge 5415D Eppendorf (Hamburg)
CO2-Inkubator IR 1500 Flow Laboratories (Meckenheim)
Falcon PP-Tube sterile 15-50ml Greiner Bio-one (Frickenhausen)
Gelkämme (15 und 10 Zähne) Biorad (München)
Kodak X-Omatic Röntgenkassette Kodak (New Haven, U.S.A.)
Kryostat Jung CM 3000 Leica (Benzheim)
Lab Tek® Chamberslides Nunc (Wiesbaden)
LEICA Immunfloureszenz Mikroskop Leica (Wetzlar)
(DMLA, Kamera: DC 300 FX)
Mini Trans-Blot Cell Biorad (München)
Mini-PROTEAN 3 Electrophoresis System Biorad (München)
Nadeln 0,9 x 40mm Becton Dickinson (Heidelberg)
Nanodrop® ND-1000 NanoDrop Technologie
(Rockland, U.S.A.)
Olympus-Mikroskop Olympus Optical Co. GmbH
(Inverted Research Microscope (IMT-2) (Hamburg)
PCR-Platten Greiner Bio-one (Frickenhausen)
Petrischalen, 60 x 15 mm, Polysterol Falcon (Le Pont de Claix,
Frankreich)
pH-Meter Mettler (Essex, England)
Pipetten 1-1000µl Eppendorf (Hamburg)
Pipettenspitzen 10-1000µl Greiner Bio-one (Frickenhausen)
Pipettus, elektrische Pipettierhilfe Laboserv GmbH (Gießen)
PowerPac Basic Power Supply Biorad (München)
PVDF Transfer Membrane Immobilon P Milipore (Bedford, U.S.A.)
Safe Lock Tubes 100-2000µl Eppendorf (Hamburg)
Spritzen 5ml Braun (Melsungen, Deutschland)
Sterilbank Typ BSB, 4a Flow Laboratories (Meckenheim)
Wasserbad Memmert GmbH (Schwalbach)
Material und Methoden
21
2.1.2 Chemikalien, Inkubationsmedien, Sera und Enzyme
Acrylamid 30% Roth (Karlsruhe)
APS 25% (Ammoniumpersulfat) Roth (Karlsruhe)
Ampuwa, Wasser für Injektionszwecke Fresenius Kabi (Bad Homburg)
Borsäure Merck (Darmstadt)
Complete, Protease Inhibitor Roche (Mannheim)
Deoxycholat 1% Roth (Karlsruhe)
Ethidiumbromid Roth (Karlsruhe)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Sigma (Taufkirchen)
FCS (fetales Kälberserum), hitzeinaktiviert Gibco (Karlsruhe)
für 30 Minuten bei 56°C, steril filtriert
Glycin Roth (Karlsruhe)
Laemli® Probenpuffer Sigma Aldrich (St. Louis, U.S.A.)
Low serum
L-Glutamin 1% Invitrogen (Karlsruhe)
MCDB 131 Medium Gibco (Karlsruhe)
Methanol Sigma Aldrich, Fluka (Buchs,
Schweiz)
Natriumvanadat Na3VO4, pH 10 Treibacher Industrie AG (Althofen,
Österreich)
NuPAGE® LDS Probenpuffer (4x) Invitrogen (Oregon, U.S.A.)
PBS (Phosphat-gepufferte Salzlösung) Seromed (Berlin)
Penicillin/Streptomycin 1% Genaxxon Bioscience (Ulm)
Promocell SMC Growth medium 2, Bioscience Alive (Heidelberg)
Rotiphorese-Gel 30 Roth (Karlsruhe)
RPMI 1640 Medium Sigma (Deisenhofen)
Skim Milk Powder Sigma Aldrich, Fluka (Buchs,
Schweiz)
Sodiumdodecylsulfat (SDS) Sigma (Taufkirchen)
Temed (Tetramethyläthylendiamin) Roth (Karlsruhe)




Tris Base und HCL Merck (Darmstadt)
Triton X-100 1% Roche (Mannheim)
Trypsin-EDTA-Lösung Gibco (Karlsruhe)
Tween20 Appli Chem (Darmstadt)
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Folgende Lösungen wurden steril und frisch angesetzt (Chemikalien und Seren s.o.):
Blotting Puffer: Methanol 200ml, Tris Base 20mM, Glycin 150mM, auf 1L mit Aqua dest.
auffüllen
Minimalmedium: FCS 0,1%, Penicillin/Streptomycin 1%, L-Glutamin 1%,
mit MCDB 131 auf 100% auffüllen
Elektrophorese Puffer Qualitative PCR (5xTBE-Puffer):
54g Tris Base, 27,5g Borsäure, 20ml 0.5M EDTA (pH 8.0), 1000ml
destilliertes Wasser
Elektrophorese Puffer Western Blot:
Tris Base 5,02g, Glycin 18,8g, SDS 10% 10 ml, auf 1L mit Aqua dest.
auffüllen
RIPA Lyse-Puffer: NaCl 150mM, Tris 10mM/pH 7,2, SDS 0,1%, Triton X-100 1%, Deoxycholat
1%, EDTA 5mM ; bei Verwendung Complete 1:25 und Natriumvanadat 1:100
frisch hinzugeben
Blockinglösung: 5g Skim Milk Powder auf 100ml PBS + 0,1% Tween20
Stripping Puffer pro Membran:
Glycin 1M 5ml, H2O 10ml, HCL 25% 750µl
Trenngel 10% für Western Blot:
H2O 6,1ml, Tris 1,5 M/pH 8,8, Acrylamid 30% 5ml, SDS 10% 150µl, Temed
20µl, APS 25% 20µl
2.1.3 Kommerzielle Assays und Detektionsagenzien
BCATM Protein Assay Kit Pierce Technology (Rockford,
U.S.A.)
Chemiluminescence Film Chalfont, Buckinghamshire, UK)
DakoCytomation Flourescent Mounting Medium Dako (Hamburg)
ECL PlusTMWestern Blotting Amersham Biosciences (Little
Detection Reagents Chalfont, Buckinghamshire, UK)
HyperfilmTMECL High Performance Amersham Biosciences (Little
Precision Plus PoteinTMStandards Dual Color Bio Rad (Hercules, CA, U.S.A.)
2.1.4 Antikörper
Für die Immunfluoreszenz und das Western Blotting wurden folgende primäre und
sekundäre Antikörper verwendet (Tabelle 4 und 5).
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Beta-actin 1 1:5000 45 Keine IF Biozol (Eching, Deutschland)






















SantaCruz (Santa Cruz, U.S.A.)
BD Bioscience (Franklin Lakes,
U.S.A)
TSP-1 1 1:1000-1:2000 175 1:200 US Biological (Massachusetts,
U.S.A.)
CD36 1 1:200-1:500 88 1:50 SantaCruz (Santa Cruz, U.S.A.)
1 Kaninchen, polyklonal
2 Maus, monoklonal
Bemerkung zum verwendeten TrkB-Antikörper:
Der in dieser Arbeit verwendete Antikörper für die Western Blot Analyse stammt von
der Firma Santa Cruz (794-sc12). Laut Datenblatt wird die zytoplasmatische Domäne
des C-Terminus von TrkB der Maus detektiert. Damit soll der Antikörper
ausschließlich die Volllängenform (145kDa) in Proteinlysaten von Maus, Ratte und
Mensch erkennen. Es wird ausdrücklich darauf hingewiesen, dass keine
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Kreuzreaktivität mit der trunkierten Form (95kDa) besteht. Interessanterweise wird
auf dem Datenblatt ein Western Blot mit einer einzigen Bande gezeigt, welche
zwischen 48 und 96kDa liegt. Dieses soll der Volllängenform entsprechen. Bereits
Ricci et al. setzten den Antikörper ein, um sowohl die Volllängen- als auch die
trunkierte Form nachzuweisen. Sie fanden beide Formen in bronchialer glatter
Muskulatur und glatten Muskelzellen pulmonaler Arterien [120]. Insofern ist davon
auszugehen, dass der Antikörper tatsächlich beide vorkommenden TrkB-Formen
erkennt. In Analogie zu dem Datenblatt konnte in dieser Arbeit ein TrkB mit einem
Molekulargewicht von ca. 90 kDa nachgewiesen werden.












Kein Einsatz in IF Pierce Technology
(Rockford, U.S.A.)
FITC® Ziege anti-Maus-IgG Kein Einsatz in WB 1:200 Sigma (Deisenhofen)
Alexa Fluor® 555 Ziege anti-Hase
IgG
Kein Einsatz in WB 1:2000 Invitrogen (Oregon, U.S.A.)
2.1.5 PCR-Reagenzien
DNA/Hinf I Marker Φ X174  Promega (Madison, U.S.A.) 
GeneAmp RNA PCR Kit: Applied Biosystems Roche
(MuLV Reverse Trancriptase, RNase Inhibitor, (Foster City, CA, U.S.A.)
Random Hexamers, Oligo d(T)16, 10x PCR Buffer II,
25 mM MgCl2 Solution, dNTP)
QIA-Shredder Qiagen (Hilden)
Platinum® SYBR Green® qPCR SuperMix-UDG: Invitrogen (Oregon, U.S.A.)
(SYBR Green I, 50 mM MgCl2, ROX Reference Dye)
Primer Primersequenzen siehe 2.3.6 MWG-Biotech AG (Ebersberg)
RNeasy Mini Kit: Qiagen (Hilden)
(RNeasy mini spin columns (Extraktionssäule),
Buffer RLT, Buffer RW1, Buffer RPE, RNase-free Water)
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2.1.6 Software und Datenbanken
1-D Analysesoftware Quantity One Biorad (München)
ExPASy Proteomics Server www.expasy.ch
IrfanView 3.99 www.irfanview.com
Microsoft®Excel und Word 2003 Microsoft GmbH
(Unterschleißheim)
Primer Express PPC Applied Biosystems (Darmstadt)
PubMed (National Center for Biotechnology Information) www.ncbi.nlm.nih.gov
2.2 Untersuchungen am Lungengewebe und an der
Zellkultur (Primärkultur)
2.2.1 Experimentelle Planung
Die Untersuchungen wurden an humanem Lungenhomogenat und an der Zellkultur
durchgeführt. Als Techniken wurden real-time PCR, indirekte Immunfluoreszenz und
Western Blot eingesetzt. Die durchgeführten Arbeitsschritte sind in Abbildung 3
graphisch dargestellt.
Abbildung 3: An humanem L
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Das Gewebe der humanen Lungen stammt vom AKH Wien, Abteilung für
Thoraxchirurgie/Tranplantationschirurgie. Bei den Lungen handelt es sich um
explantierte Lungen, die von Prof. Dr. Walter Klepetko, Leiter des
Lungentransplantationsprogrammes des Universitätsklinikums Wien, zur Verfügung
gestellt wurden. Alle Spender haben nach ausführlicher Aufklärung ihre schriftliche
Einwilligung gegeben. Das Studienprotokoll wurde von der Ethikkommission des
Fachbereiches Medizin an der Justus-Liebig-Universität Gießen genehmigt
(Bestätigung der Ethikkommission vom 19.01.2006; Aktenzeichen 10/06; Vorsitz:
Prof. Dr. K. L. Schmidt). Aufbauend auf den Ergebnissen der Tierversuche, sollten
Gen- und Proteinexpressionen an humanem Probenmaterial bestimmt werden. Für
die Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit standen Lungenproben von jeweils 5
IPAH- und COPD-Patienten, sowie von 5 Spendern zur Verfügung (siehe 8). Damit
sollten Tendenzen oder eventuelle signifikante Unterschiede, im Sinne einer
explorativen Studie, aufgezeigt werden. Limitiert wurde der Stichprobenumfang von
dem zur Verfügung stehenden Material. Die Erkrankungen wurden klinisch
diagnostiziert und im Institut für Pathologie, Justus-Liebig-Universität, histologisch
bestätigt. Verglichen wurde eine Kontrollgruppe von Spenderlungen mit
Lungenhomogenat von IPAH-, und COPD-Lungen. Die gefrorenen Gewebeblöcke
wurden wie folgt aufbereitet:
Vorbereitung für die RNA Extraktion:
Der Gewebeblock wurde mittels Tissue Tek® auf einem Gewebestempel eingebettet.
Im Kryostat wurden von dem Gewebeblock 40 Schnitte a 10µm Dicke angefertigt und
in einem Eppendorf Gefäß aufgefangen. Das Gewebe wurde nun mit 1ml Trifast®
versetzt und mittels Nadel und Spritze homogenisiert. Das Lysat wurde bei
Raumtemperatur 5min stark gevortext und anschließend 15min bei 13000rpm in der
auf 4°C gekühlten Eppendorfzentrifuge zentrifugiert. Der Überstand wurde
abgenommen, in ein neues Reaktionsgefäß überführt und bis zur Verwendung bei
-80°C gelagert.
Proteinextraktion zur Western-Blot-Analyse:
Lungengewebe von 60mm3 wurde mittels Mörser und Pistill pulverisiert. Das
entstandene Pulver wurde in RIPA Zelllyse-Puffer, welches mit den Proteininhibitoren
Complete (1:25) und Vanadat (1:100) versetzt wurde, aufgelöst. Das Lysat wurde
abgekratzt, in ein Reaktionsgefäß überführt und anschließend mittels Nadel und
Spritze homogenisiert. Im Anschluss wurde das Lysat 15min bei 13000rpm in der auf
4°C gekühlten Eppendorfzentrifuge zentrifugiert. Der entstandene Überstand wurde
in ein neues Eppendorfgefäß überführt und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.
Material und Methoden
27
2.2.3 Isolation und Kultur der pulmonal-arteriellen glatten
Muskelzellen (PASMC) und Fibroblasten der Adventitia
Sowohl die PASMC als auch die Fibroblasten wurden von der Arbeitsgruppe um
Prof. Dr. N. Weissmann (Zellkultur Seltersberg/Haus C), Zentrum für Innere Medizin
der Justus-Liebig-Universität Gießen, isoliert und in der 2. bis 8. Passage zur
Verfügung gestellt. Für diese Arbeit wurden Zellen in der 2. bis 10. Passage
weiterverwendet (siehe 8). Die Zellen wurden nach gängigen Protokollen isoliert
[121]. Eine Typisierung wurde durch die Arbeitgruppe von Dr. med. B. Eul
vorgenommen. Folgender Stichprobenumfang wurde für jede Zellart und Erkrankung
(IPAH, COPD und Kontrollgruppe) verwendet: Zur Bestimmung der RNA-Expression
wurde für die PASMC n=5, für die Fibroblasten n=3 verwendet. Zur Bestimmung der
Proteinexpression mittels Western Blot konnte, aufgrund von Platzmangel auf dem
Elektrophoresegel, nur n=4 für PASMC und n=2 für die Fibroblasten verwendet
werden. Damit sollten Tendenzen oder eventuelle signifikante Unterschiede, im
Sinne einer explorativen Studie, aufgezeigt werden. Ein größerer Stichprobenumfang
konnte nicht gewählt werden, da die Zellbestände limitiert waren. Wie bei dem
Lungenhomogenat wurde eine Kontrollgruppe mit einer IPAH- und COPD-Gruppe
verglichen.
Kultur der PASMC und Fibroblasten:
Für die Kultivierung der PASMC und Fibroblasten wurde das Kulturmedium jeden 2.
Tag gewechselt und die Zellen im Inkubator angezüchtet. Unter dem Mikroskop
wurde das Konfluenzstadium beurteilt und die Zellen nach erreichter Konfluenz für
weitere Versuche verwendet. Um die Zellen in eine andere Passage zu überführen
wurde wie folgt vorgegangen: Nach erreichter Konfluenz wurde die Zellkulturplatte
mit 7ml Trypsin-EDTA für 5min inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1ml
FCS 100% durch die darin enthaltenen Trypsininhibitoren gestoppt. Die
suspendierten Zellen wurden nun in ein 50ml Falcon überführt und für 5min bei
1200rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt und das Zellpellet vorsichtig
in frischem Medium resuspendiert. Danach wurden die suspendierten Zellen in einer
der Wachstumsgeschwindigkeit entsprechenden Verdünnung auf Zellkulturschalen
ausgesät (neue Passage).
Für die Immunfluoreszenzfärbung wurden die passagierten Zellen auf einen 8-
kammerigen Kultur-Objektträger ausgesät. Um gleich viele Zellen pro Kammer zu
gewährleisten wurden die suspendierten Zellen mittels Neubauer-Kammer gezählt




Die dicht gewachsenen Zellkulturschalen wurden für 24h unter normobaren
hypoxischen Bedingnungen (FiO2=0,01; entsprechend 1% O2) inkubiert. Dazu
wurden die Zellen zunächst 2x mit RPMI gewaschen und einen Tag vor dem
Experiment mit Minimalmedium versetzt. Für die Hypoxiestimulation wurden die
Zellkulturplatten mit frischem Minimalmedium versetzt und für 24h in der
Hypoxiekammer inkubiert. Als Kontrolle dienten gleichbehandelte Platten, welche
24h unter normobaren normoxischen Bedingungen (FiO2=0,21) inkubiert wurden.
Nach 24h Exposition wurden die Zellkulturplatten auf Eis gestellt, das Medium
verworfen und die Platte einmalig mit PBS gewaschen. Die Platten konnten nun für
die weitere Aufbereitung verwendet werden:
Zur Vorbereitung für die RNA Extraktion wurden die Zellen einer 60mm Platte in
600µl RLT-Puffer + 1% β-Mercapto-Ethanol gelöst, mehrmals mit der Lösung gespült 
und in ein Eppendorfgefäß pipettiert. Im Anschluss wurde das Gefäß bei -80°C
eingefroren.
Für die Proteinextraktion wurden die Zellen einer 60mm Platte mit 400µl NuPage
Puffer (NuPage/H2O im Verhältnis 1:4) + 2% β-Mercapto-Ethanol versetzt und mit 
dem Zellschaber von der Oberfläche der Platte abgekratzt. Die gelösten Zellen
wurden nun mittels Pipette in ein Eppendorfgefäß überführt und bei -80°C
eingefroren.
Für die Immunfluoreszenzfärbung wurde das Medium von dem Objektträger entfernt
und die Zellen einmalig mit PBS gewaschen. Um die Zellen zu fixieren, wurden jede
Kammer mit 400µl eiskaltem Methanol befüllt und für 10min bei -20°C inkubiert. Im





2.3.1 RNA-Isolation aus Lungenhomogenat und Primärkultur
Die RNA-Extraktion wurde mit dem RNeasy Mini Kit von Quiagen durchgeführt. Um
Verunreinigungen mit DNasen zu vermeiden, wurden die Proben in einem QIA-
Shredder bei 10.000rcf zentrifugiert. Der Durchfluss wurde mit äquivalenter Menge
70%igem Ethanol gemischt und auf die Silica-Säulen transferiert. Die Säulen wurden
bei 8.000rcf für 15sek zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Danach wurden
350µl RW1 Puffer auf die Säulen gegeben und erneut bei 8.000rcf zentrifugiert. Nach
dem Verwerfen des Durchflusses, wurde 80µl DNase Mix auf die Säulen pipettiert
und bei Raumtemperatur 15min inkubiert. Dieses diente dem Abbau genomischer
DNA. Es folgte ein weiterer Schritt mit 350µl RW1 Puffer und Zentrifugation bei
8.000rcf. Im nächsten Schritt wurde zweimalig 500µl RPE Puffer auf die Säulen
appliziert und bei 8.000rcf zunächst 15sek, dann 2min zentrifugiert. Die Säule wurde
danach unter ≥8.000rcf trocken zentrifugiert. Um die RNA zu eluieren, wurde auf die 
Säule 34µl Aquadest. pipettiert bei 8.000rcf 1min zentrifugiert und der Durchfluss
erneut unter denselben Einstellungen zentrifugiert. Danach folgte eine Lagerung auf
Eis und die Konzentrationsmessung der RNA.
2.3.2 RNA-Konzentrationsbestimmung
Zur Messung der RNA-Konzentration wurde das Gerät NanoDrop® (Rockland, USA)
mit entsprechender Software verwendet, welches über die UV-Absorption die
Konzentration bestimmt. Zunächst wurde eine Nullmessung mit Aquadest.
durchgeführt. Für die Messung der RNA wurde ein Volumen von 1,5µl RNA-Lösung
verwendet. Dabei absorbiert RNA eine Wellenlänge von 260nm. Proteine würden bei
einer Wellenlänge von 280nm absorbieren. Ein Peak bei Wellenlänge 280nm würde
eine Verunreinigung mit Proteinen anzeigen. (Dabei absorbiert RNA eine
Wellenlänge bis maximal 260nm. Der Quotient von OD260 und OD280 zeigt den Grad
der Verunreinigung durch Proteine an. Proteine absorbieren v.a. wegen ihres
Tryptophangehaltes bis maximal einer Wellenlänge von 280nm.)
2.3.3 Reverse Transkription der RNA (cDNA Synthese)
Für die Reverse Transkription wurden 600ng RNA in 10µl H20 gelöst und in einem
Doppelansatz angesetzt. Die Proben wurden zur Denaturierung zunächst für 10min
bei 70°C erhitzt und danach 5min auf Eis gelagert. Auf 10µl RNA-Lösung wurde 10µl
Mastermix pipettiert (Tabelle 6). Nach dem Zusammenmischen der Probe mit dem
Mastermmix folgte die Reverse Transkription unter folgenden Bedingungen im
TrioBlock. Zunächst für 10min bei 20°C, dann für 75min für 43°C und als letzter
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dNTP´s 10mM each 1µl
Random Hexamers 5µM 1µl
RNAse Inhibitor 10U 0,5µl




Die quantitative real-time-PCR, welche mit dem ABI PRISM® Sequence Detection
System 7700 durchgeführt wurde, erfolgte stets für mehrere Gene gleichzeitig und
unter Einsatz derselben Menge an Ausgangsmaterial sowie unter identischen PCR-
Bedingungen. Das Ansatzvolumen betrug 25µl, davon 2µl cDNA und die restlichen
23µl Reaktionsansatz (Tabelle 7). Die Oligonukleotid-Primer wurden aus
untenstehender Tabelle verwendet, für jedes Gen 0,5µl entsprechender Primer
(siehe 2.3.6). Für jedes Gen wurde eine Negativkontrolle mitgeführt, bei der anstelle
der cDNA-Probe 2μl Wasser in den sonst identischen Reaktionsansatz gegeben 
wurden. Die PCR-Bedingungen wurden wie in Tabelle 8 dargestellt gewählt. Da der
SYBR Green® I Farbstoff unselektiv auch an Primerdimere binden kann, wurde
sowohl eine Schmelzkurvenanalyse als auch eine Gelelektrophorese mit dem
Produkt durchgeführt (siehe 2.3.5). Ab einem CT-Wert von über 38 Zyklen wurde die
Probe als negativ gewertet.
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Tabelle 7: Reaktionsansatz real-time-PCR
Substanz Volumen








Tabelle 8: Reaktionsbedingungen für die real-time-PCR
Temperatur/°C Zeitdauer Zyklen Funktion
50°C 2min 1x Uracil N´-glykosylase-Reaktion zum Abbau evtl.
kontaminierender PCR-Produkte
95°C 10min 1x Inaktivierung der Uracil N´-glykosylase und Aktivierung
der Taq DNA-Polymerase
95°C 5sek Denaturierung der dsDNA






Der SYBRGreen® I Farbstoff liefert ein Signal proportional zur Menge an PCR-
Produkt. Das Signal wird vom Sequenzer nach jedem Zyklus gemessen und erstellt
eine Amplifikationskurve. Für jede Kurve wird bestimmt, wie viele Zyklen bis zum
Erreichen eines Schwellenwertes benötigt wurden. Dieser Schwellenwert oder auch
CT-Wert gilt als Maß für die initiale Menge an Zielsequenz. Dabei wird der
Schwellenwert in Höhe der exponentiellen Phasen gelegt, wo die
Amplifikationskurven möglichst wenig Hintergrundrauschen aufweisen und die
Amplifikation noch möglichst ungehindert abläuft.
Die RNA-Expression der Kandidatengene wurde mit quantitativer real-time-PCR
bestimmt. Um die relativen Unterschiede der Trankskriptmengen zu bestimmen,
wurde die CT-Methode benutzt. Die Daten der real-time-PCR wurden als
Fluoreszenzsignal Rn gegen die Zykluszahl aufgetragen. Die Software des Taqman-
Gerätes berechnet Rn mit der Formel Rn = (Rn+) – (Rn-), wobei Rn+ das
Fluoreszenzsignal des Produktes zu einem beliebigen Zeitpunkt und Rn- das
Fluoreszenzsignal der Grundemission darstellt. Der Schwellenwert (threshold) wurde
mittig in dem Graphen gewählt, welchen die Software berechnet hat. Dabei stellt Rn
die Ordinate (Y-Achse) und die Zykluszahl die Abszisse (X-Achse) dar. Bei dem
Lungenhomogenat wurde eine Thresholdwert von 0,05, bei den Zellen ein Wert von
0,07 verwendet. Ein konstanter Threshold wurde verwendet, um die Ergebnisse
untereinander vergleichen zu können. Der CT-Wert ist definiert als die Zykluszahl, an
welcher der Rn den Threshold schneidet. Unterschiede im RNA-Niveau konnten mit
dem CT-Wert dargestellt werden. Die Formel dafür ist:
  CT = (CTReferenz – CTKandidat)
Als Referenzgene wurden humanes PBGD und HPRT verwendet und die CT-Werte
beider Ergebnisse gemittelt. Unterschiede zwischen normoxisch und hypoxisch
behandelten Zellen wurden anhand der CT-Werte bestimmt:
  CT = (CTHypoxie – CTNormoxie)




2.3.5 Schmelzkurvenanalyse und Agarose-Gelelektrophorese
Da anhand einer Amplifikationskurve mit SYBR Green® I nicht entschieden werden
kann, ob das Signal von einem spezifischen Produkt kommt, wurde im Anschluss an
die Amplifikation eine Schmelzkurvenanalyse durchgeführt. Neben der Überprüfung
der Spezifität der Primerpaare kann dieses Verfahren wichtige Hinweise auf
unspezifische Amplifikationsprodukte wie beispielsweise Primer-Dimere geben und
dient somit der qualitativen Überprüfung der zuvor durchgeführten Amplifikation.
Hierbei werden die Reaktionsansätze im Anschluss an die PCR langsam und
gleichmäßig von 60°C auf 95°C erwärmt, wobei kontinuierlich die
Fluoreszenzintensität gemessen wird. Die Schmelztemperatur macht sich als
plötzliche starke Fluoreszenzabnahme bemerkbar, welche als ein Maximum in der
ersten negativen Ableitung dieser Funktion darstellbar ist. Diese
Fluoreszenzabnahme erklärt sich durch den Übergang von doppelsträngiger (ds) zu
einzelsträngiger (ss) DNA, dem so genannten Schmelzen. Bei diesem Vorgang wird
der Farbstoff SYBR Green® I in seine schwache Grundfluoreszenz zurückversetzt.
Die hierbei ermittelten Schmelztemperaturen konnten dann mit den für jedes
Amplikon zuvor mit der Software Primer Express PPC errechneten
Schmelztemperaturen verglichen werden.
Um sicher zu gehen, dass es sich bei den entstandenen Amplifikaten auch
hinsichtlich der Amplifikatlänge um das erwünschte Produkt handelt, wurde für jedes
Primer-Paar eine Gelelektrophorese in 2.5%igem Agarose-Gel durchgeführt
(Abbildung 4). Nur bei Auftreten einer einzigen Bande auf erwarteter Höhe wurde
die Probe in die Auswertung aufgenommen. Wie in genannter Abbildung zu sehen,
wurden Negativkontrollen (Pufferkontrollen) für jedes zu testende Amplifikat
mitgeführt. Bei den Negativkontrollen wurde anstatt cDNA Wasser für die PCR
verwendet. Nur wenn diese Probe keine Bande in der Gelelektrophorese aufwies,
wurde der PCR-Lauf in die Auswertung aufgenommen. Die Gelelektrophorese wurde
wie folgt durchgeführt:  für die DNA-Analyse wurde ein 1.5%iges Gel (0.75g Agarose
Top-Vision LE GQ aufgekocht und gelöst in 55ml 0.5x TBE Puffer) gegossen. Nach
15min wurde das polymerisierte Agarosegel mit 0.5x TBE Puffer überschichtet. Pro
Tasche wurde ca. 1μg DNA, welche zuvor mit Ladepuffer vermischt wurde, in einem 
Volumen von 10μl aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte im Anschluss mit einer 
Spannung von 120V für 30–40min, um anschließend die DNA-Banden unter einer
UV-Lampe (322nm) sichtbar zu machen. Als Marker diente 1μl des ФX174 DNA/HinfI 
mit Fragmentlängen von 24 bis 726 Basenpaaren.
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Abbildung 4: Nachweis der Produktspezifität der real-time PCR mit Hilfe der Gelelektrophorese.
Links sind jeweils die Markerbanden des Längenstandards Hinf I dargestellt; es folgen die 4
amplifizierten Proben (je 2 Proben PASMC unter Normoxie und nach 24 Hypoxie), rechts ist die
Negativkontrolle (Pufferkontrolle) mit Pfeil markiert.
2.3.6 Primer Sequenzen und Länge des Amplifikates
Intron-überspannende spezifische Primer wurden mit Hilfe des Programmes Primer
Express entworfen. Die Sequenzen wurden der GenBank entnommen. Validiert
wurden die Primer von der Arbeitsgruppe.










- AGG AAA GCA ATC ACT CTC AT -




-CCC ACG CGA ATC ACT CTC AT-
- TGT CTG GTA ACG GCA ATG CG -
69 bp








Primersequenz von 5´- 3´ (FP/RP) Länge des
Amplifikates
NM001449 SLIM1 (FHL-1) - GGC CAA GAA GTG TGC TGG AT -
- GTA GTC GTG CCA GGA TTG TCC -
93 bp
NM002961 S100 calcium-binding
protein A4 (S100 A4)
- CTA AAG GAG CTG CTG ACC CG -




- CAA GGC AGG TTC AAG AGG CTT -
- CTG GAC GTG TAC AAG TCT GCG -
131 bp
NM006180 Tyrosine receptor kinase B
(TrkB)
- ACA TTT CCG TCA CCT TGA CTT GT -
- GGS TGG ATT TAG CCT CTT GGA G -
103 bp
NM003246 Thrombospondin 1 (Tsp-1) - AAT GCT GTC CTC GCT GTT GG -
- GTC GAA TTC CAT TGC CAC AG -
98 bp
NM000072 CD36 Antigen - GTG ATG ATG AAC AGC AGC AAC A -




- GAC GTT AAA GGG AAG CGG GT -
- GAA TTT GAT GCT TGG GAC AGC -
110 bp
2.4 Indirekte Immunfluoreszenz der Zellkultur
2.4.1 Färbetechnik
Zum Blockieren der freien Bindungsstellen wurde BSA verwendet und in PBS zu
einer 5%gen Lösung angesetzt. In jede Kammer des Chamberslides wurde 400µl 5%
BSA-Lösung pipettiert und für 60min geschüttelt. In einem 2. Schritt wurde der
Primär-Antikörper in passender Verdünnung (siehe 2.1.4) in einer 2.5% BSA-Lösung
gelöst, in die Kammern pipettiert und für 60min auf dem Schüttler inkubiert. Nach
der Inkubation folgten drei 5-minütige Waschschritte auf dem Schüttler mit PBS. Als
sekundäre, farbstoffmarkierte Antikörper wurden verwendet: FITC-Antikörper gegen
Ziege (anti-Ziege) in einer Verdünnung 1:200 und ALEXA 555-Antikörper gegen
Kaninchen (anti-Kaninchen) in einer Verdünnung 1:2000, jeweils gelöst in 2,5% BSA-
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Lösung. Der sekundäre Antikörper wurde für 40min auf dem Schüttler im Dunkeln
inkubiert. Es folgten nun acht 5-minütige Waschschritte mit PBS ebenfalls im
Dunkeln. Danach wurde das Chamberslide für 5min mit dem Kernfärbemittel DAPI in
einer Verdünnung 1:100 behandelt. In einem weiteren Fixierungsschritt wurde der
Chamberslide für 8min mit 4% PFA-Lösung behandelt. Die Kammern auf dem
Objektträger wurden entfernt. Die Zellen wurden mit DAKO Immunfluorescence
Medium eingedeckt. Zum Schluß wurde der Objektträger mit einem Deckglas
versehen und bei 4°C im Kühlschrank gelagert.
Zur Sicherstellung, dass die Färbung nicht durch eine unspezifische Bindung des
sekundären Antikörpers zustande gekommen ist, wurde stets eine Negativkontrolle
durch Applikation eines sekundären Antikörpers, bei Substitution des primären
Antikörpers durch Puffer, durchgeführt.
2.4.2 Auswertung am Immunfluoreszenz-Mikroskop
Die Auswertung erfolgte mit einem Leica Mikroskop (DMLA, Kamera: DC 300 FX). Es
wurde von jeder Erkrankung sowohl PASMC und adventitielle Fibroblasten
verwendet. Um Fluoreszenzintensitäten miteinander vergleichen zu können, wurde
darauf geachtet die Einstellungen bei jedem Bild konstant zu halten. Die Zellen
wurden unter 10, 40 und 100 facher Vergrößerung betrachtet und ausgewertet.
Mit der DAPI-Kernfärbung wurde der Zellkern angefärbt. Anschließend wurden
getrennt Bilder von DAPI-Kernfärbung und der Färbung des interessierenden
Proteins aufgenommen. Mit Hilfe der Software konnte eine Überlagerung beider
Bilder erzeugt werden und sowohl mit der Kernfärbung als auch mit der spezifischen
Färbung verglichen werden.
2.5 Western Blot Analyse
2.5.1 Messung der Proteinkonzentration und Aufbereitung der
Proteine
Bei den in NuPage® gelösten Proteinen wurde keine Konzentrationsmessung
durchgeführt. Hier wurde versucht, über eine Angleichung der Intensität der -Actin
Banden eine annähernd gleiche Proteinkonzentration zu erreichen. Die
Konzentrationsmessung der in RIPA gelösten Proteine des Lungenhomgenates
wurde mit Hilfe eines kommerziellen spectro-fotometrischen Assays (BCA assay kit)
durchgeführt. Unmittelbar vor der Elektrophorese wurden die Proteine mit Laemli®
Puffer in einem Verhältnis 1:2 versetzt, die in NuPage® gelösten Proteine bedurften
keines Laemli® Puffers. Sämtliche Proteinproben wurden kurz vor dem Auftragen auf




Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) ist eine Methode zum Auftrennen von
Molekülen, insbesondere von Proteinen und Nukleinsäuren. Da die zu trennenden
Moleküle eine Ladung besitzen, werden sie beim Anlegen einer Spannung durch das
Polymer "gezogen" und abhängig von Ladung, Größe, Molmasse und Beschaffenheit
des Trennmediums elektrophoretisch aufgetrennt. In dieser Arbeit wurde die PAGE
zum Auftrennen von Proteinen verwendet. Die Elektrophorese wurde mit einem
10%igem SDS-Polyacylamidgel (Zusammensetzung siehe 2.1.2) durchgeführt. Dabei
wurden entweder Gele einer Dicke von 1,5mm oder 0,75mm verwendet. Proteine
aus Lungenhomogenat wurden in gleichen Konzentrationen zu je 20µg auf das Gel
aufgetragen. Es wurde stets ein Probenvolumen von 20µl pro Gelkammer verwendet.
Um bei den Zellproben eine annähernd gleiche Proteinkonzentration zu
gewährleisten, wurden in der Zellkultur gleich große Petrischalen und Konfluenz der
Zellen vorausgesetzt. Konzentrationsunterschiede konnten über die Kontrollbande
mit β-Actin erkannt werden. Die Kontrollbande sollte bei sämtlichen Proben von 
Lungengewebe und Zellen gleich dichte Banden vorweisen. Um die Größe des
Proteins der spezifischen Banden zu ermitteln wurde ein Protein Standard (BioRad)
verwendet. Die Elektrophorese wurde gestoppt, wenn die Laufmittelfront das Ende
des Gels erreicht hat.
Elektrophoresebedingungen: 120V für ca. 60min
2.5.3 Transfer der Gele auf PVDF-Membranen (Blotting)
Die fertigen Gele wurden auf eine 0,45µm PVDF-Membran transferiert. Kurz vor dem
Blotten wurde die PVDF-Membran für 1min in Methanol eingelegt und abgesättigt.
Blottingbedingungen: 100V für 60min
2.5.4 Immundetektion
Um die unspezifischen Bindungsstellen auf den Membranen zu blockieren, wurden
die Membranen in einer 5%igen entfetteten Milchpulverlösung (Lösungsmittel PBS +
0,1% Tween20) für eine Stunde inkubiert (Blockinglösung). Die Membranen wurden
mit dem primären Antikörper (siehe 2.1.4) in passender Verdünnung über Nacht bei
4°C inkubiert. Danach wurde dreimal mit PBS + 0,1% Tween20 für jeweils 10min
gewaschen. Im Anschluss wurde der sekundäre Antikörper gegen die entsprechende
Spezies des Primärantikörpers für 60min auf der Membran inkubiert. Es wurde eine
Verdünnung von 1:2000-1:3000 des Sekundärantikörpers verwendet. Sämtliche
Antikörper für Western Blot wurden in der Blockinglösung gelöst. Nach den
Inkubationsschritten folgten weitere drei 15-minütige Waschschritte mit PBS + 0,1%
Tween20. Um die spezifischen Banden zu detektieren, wurden die Membranen mit
einem Chemilumineszenzreagenz (ECL PlusTM) behandelt und mittels
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Röntgenkassette und hochsensitiven Filmen ausgewertet. Die Expostitionszeit der
Filme richtete sich dabei nach der Stärke der Lumineszenz.
2.5.5 Membranstripping
Um die Membranen mit neuen Antikörpern inkubieren zu können, wurde die
Membran mit Stripping Puffer (Zusammensetzung siehe 2.1.2) für 75min behandelt.
Es folgten zwei Waschschritte a 10min mit PBS + 0,1% Tween20 und eine
Inkubation der Membranen mit Blockinglösung für 30min. Im Anschluß konnten die
Membranen wiederverwendet werden (siehe 2.5.4).
2.5.6 Bestimmung der Bandenintesitäten mittels Densitometrie
Die Intensitäten der detektierten Banden wurden densitometrisch analysiert. Dazu
wurde ein GS-800TM kalibriertes Densitometer und die 1-D Analysesoftware Quantity
One (beide Bio-Rad Laboratories) verwendet. Als Referenzprotein diente -Actin. Die
logarithmischen Verhältnisse von interessierendem Protein zu -Actin (log Ratio
Protein/-Actin) wurden gemittelt. Soweit dies möglich war, wurde zwischen den
Gruppen, den Versuchsbedingungen und der Zellart verglichen. Die -Actin-
Referenzbanden der Kontrollgruppe im Lungenhomogenat konnten nicht vollständig
verwendet werden. Die erste Bande zeigte eine Artefaktüberlagerung und wurde bei
den Berechnungen nicht berücksichtigt.
2.6 Statistische Auswertung
Alle statistischen Angaben im Text sowie in Abbildungen und Tabellen sind
Mittelwerte ± mittlerer Fehler des Mittelwertes (SEM). Unterschiede zwischen
Mittelwerten wurden mit dem t-Test geprüft. Für inter-individuelle Daten wurde der
Welsh-t-Test, für intra-individuelle Daten der gepaarte t-Test angewendet. Werte, die
mehr als zwei Standardabweichungen vom Mittelwert der übrigen in der Gruppe
befindlichen Werte abwichen, wurden aus dem Test entfernt (4-σ Test). Aus jeder 
Stichprobe wurde maximal 1 Wert entfernt. Zur Auswertung der Western-Blot-Daten
wurden die log-Ratios von untersuchtem Protein zu β-Actin für den t-Test verwendet. 
Die in dieser Arbeit gewonnen Ergebnisse wurden im Sinne einer explorativen Studie
gewonnen. Die angegebenen p-Werte dienen als Abschätzung der statistischen
Signifikanz der Ergebnisse. Unter Annahme der Nullhypothese sind die errrechneten
p-Werte nur ein Maß für die Reproduzierbarkeit bzw. für die Evidenz der Ergebnisse.
Ein Signifikanzniveau für die Ablehnung von Nullhypothesen ist nicht angegeben. Die





3.1.1 FHL-1: RNA-Expression im Lungenhomogenat
Sowohl die IPAH- als auch die COPD-Gruppe zeigten höhere RNA-Expressionen im
Vergleich zur Kontrollgruppe (pIPAH=0,008, pCOPD=0,007; Abbildung 5).
Abbildung 5: RNA-Expression von FHL-1 im Lungenhomogenat. Die Punkte geben die
Einzelwerte der jeweiligen Gruppe an, der schwarze Balken den Mittelwert (n=5).
3.1.2 FHL-1: Proteinexpression im Lungenhomogenat
Es zeigte sich eine höhere Proteinexpression in der IPAH-Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe (p=0,007; Abbildung 6). Zwischen der COPD-Gruppe und

















Abbildung 6: Western Blot Analyse von FHL-1 im Lungenhomogenat. Die Säulen geben die
Mittelwerte ± SEM der log Ratios von untersuchtem Protein zu β-Actin an (n=4). 
3.1.3 FHL-1: Differentielle RNA-Expression in PASMC und
Fibroblasten unter Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation
Unter Normoxie zeigte sich bei den PASMC sowohl in der IPAH- als auch in der
COPD-Gruppe eine erhöhte RNA-Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe
(pIPAH=0,032, pCOPD=0,005). Bei den Fibroblasten fand sich weder in der COPD- 
noch in der IPAH-Gruppe eine vermehrte RNA-Expression im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Nach 24h Hypoxiestimulation zeigte sich bei den PASMC in der
Kontrollgruppe eine vermehrte RNA-Expression (p=0,001; Abbildung 7). Bei den
Fibroblasten war sowohl in der IPAH- als auch in der COPD-Gruppe eine erhöhte
Expression messbar (pIPAH=0,0002, pCOPD=0,043). In der Kontrollgruppe zeigte sich
nach 24h Hypoxie kein Unterschied zu den normoxisch gehaltenen Zellen. Der
Vergleich zwischen den Zellarten ergab folgendes Ergebnis: in der IPAH-Gruppe


































Abbildung 7: Vergleich der FHL-1 RNA-Expression bei verschiedenen Erkrankungen, unter
Normoxie (grau) und nach 24h Hypoxiestimulation (schwarz) sowie zwischen Zellarten. Die
Säulen geben die Mittelwerte ± SEM der Δ-CT Werte an (n=5). 
3.1.4 FHL-1: Lokalisation und Expression in PASMC und Fibroblasten
unter Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation
Die Expression von FHL-1 wurde in allen Gruppen und beiden Zellarten unter
Normoxie nachgewiesen. Dabei zeigte sich in allen Gruppen eine diffuse
zytoplasmatische Anfärbung. Eine Veränderung der Fluoreszenzintensität nach 24 h
Hypoxie wurde nicht festgestellt (Abbildung 8 und 9). Nach 24h Hypoxie wurde

























Abbildung 8: Immunfluoreszenzfärbung von PASMC in 40x Vergrößerung. Additionsbild (1),
spezifische Färbung (2), DAPI Kernfärbung (3), kleiner Kasten in (2) Negativkontrolle. (A) PASMC
Kontrollspenderlunge Normoxie, (B) nach 24h Hypoxie. (C) PASMC IPAH-Lunge Normoxie, (D) nach









Abbildung 9: Immunfluoreszenzfärbung von Fibroblasten in 40x Vergrößerung. Additionsbild (1),
spezifische Färbung (2), DAPI Kernfärbung (3), kleiner Kasten in (2) Negativkontrolle. (A) Fibroblasten
IPAH-Lunge Normoxie. (B) Fibroblasten COPD-Lunge Normoxie, (C) nach 24h Hypoxie.
3.1.5 FHL-1: Proteinexpression in PASMC und Fibroblasten unter
Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation
Unter Normoxie zeigte sich in PASMC der IPAH-Gruppe eine vermehrte
Proteinexpression im Vergleich zur Kontrollgruppe (p=0,032; Abbildung 10). Bei den
Fibroblasten zeigte sich ebenfalls eine vermehrte Proteinexpression in der IPAH-
Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe (p=0,017). Ein relevanter Einfluss von 24h
Hypoxie auf die Proteinexpression wurde weder in PASMC noch in Fibroblasten
gemessen (Abbildung 11). Bei den Fibroblasten konnte eine Proteinexpression nur





























β-ActinPASMC Fibroblastenontrolle IPAH Kontrolle I
PASMC Fibroblasten
stern Blot Analyse von FHL-1 in PASMC und Fibroblasten unter
ntrolle zu IPAH. Die Säulen geben die Mittelwerte ± SEM der log Ra
ein zu β-Actin an (n=4 bei PASMC, n=2 bei Fibroblasten).










Abbildung 11: Western Blot Analyse von FHL-1 von PASMC und Fibroblasten unter Normoxie
(grau) und nach 24h Hypoxiestimulation (schwarz). Die Säulen geben die Mittelwerte ± SEM der
log Ratios von untersuchtem Protein zu β-Actin an (n=4). (A) Kontrollgruppe, (B) IPAH-Gruppe, (C) 
























































3.2.1 S100 A4: RNA-Expression im Lungenhomogenat
Sowohl die IPAH- als auch die COPD-Gruppe zeigten eine vermehrte RNA-
Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe (pIPAH=0,021, pCOPD=0,005; Abbildung
12).
Abbildung 12: RNA-Expression von S100 A4 im Lungenhomogenat. Die Punkte geben die
Einzelwerte der jeweiligen Gruppe an, der schwarze Balken den Mittelwert (n=5).
3.2.2 S100 A4: Proteinexpression im Lungenhomogenat
Weder zwischen der IPAH- noch der COPD-Gruppe zeigten sich unterschiedliche





































Abbildung 13: Western Blot Analyse von S100 A4 im Lungenhomogenat. Die Säulen geben die
Mittelwerte ± SEM der log Ratios von untersuchtem Protein zu β-Actin an (n=4). 
3.2.3 S100 A4: Differentielle RNA-Expression in PASMC und
Fibroblasten unter Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation
Unter Normoxie zeigten sich bei den PASMC in der IPAH-Gruppe keine RNA-
Expressionunterschiede im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abbildung 14). Eine
verminderte RNA-Expression zeigte sich in der COPD-Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe (p=0,058). In Fibroblasten konnte kein Unterschied unter Normoxie
gemessen werden. Die 24h Hypoxiestimulation zeigte in PASMC keinen Einfluss auf
das RNA-Niveau von Kontroll- und IPAH-Gruppe. In der COPD-Gruppe war die RNA-
Expression nach 24h Hypoxie erhöht (p=0,011). Bei den Fibroblasten zeigte sich
nach 24h Hypoxiestimulation bei jeder Erkrankung und Kontrolle eine höhere RNA-
Expression (pKontrolle=0,042, pIPAH=0,041, pCOPD=0,016). Im Zellvergleich von PASMC
zu Fibroblasten unter Normoxie zeigten sich in der IPAH- und der COPD-Gruppe
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Abbildung 15: Immunfluoreszenzfärbung von PASMC und Fibroblasten in 40x Vergrößerung.
Additionsbild (1), spezifische Färbung (2), DAPI Kernfärbung (3), kleiner Kasten in (2)Negativkontrolle.
(A) PASMC Kontrollspenderlunge Normoxie, (B) 24h Hypoxie. (C) PASMC IPAH-Lunge Normoxie, (D)
nach 24hHypoxie. (E) Fibroblasten IPAH-Lunge Normoxie, (F) nach 24 Hypoxie. Die Pfeile in den
Bildern weisen auf eine Expression von S100 A4 im Nucleus hin. Im Vergleich von E2 zu F2 zeigt sich










3.2.5 S100 A4: Proteinexpression in PASMC und Fibroblasten unter
Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation
Nach 24h Hypoxiestimulation zeigte sich in PASMC der Kontrollgruppe eine
vermehrte Proteinexpression (p=0,048; Abbildung 16). In Fibroblasten wurde keine



























Abbildung 16: Vergleich der Proteinexpression von S100 A4 in PASMC unter Normoxie (grau)
und nach 24h Hypoxiestimulation (schwarz). Die Säulen geben die Mittelwerte ± SEM der log
























3.3.1 BDNF: RNA-Expression im Lungenhomogenat
Sowohl die IPAH- als auch die COPD-Gruppe zeigten vermehrte RNA-Expressionen
im Vergleich zur Kontrollgruppe (pIPAH=0,006, pCOPD=0,008; Abbildung 17).
Abbildung 17: RNA-Expression von BDNF im Lungenhomogenat. Die Punkte geben die
Einzelwerte der jeweiligen Gruppe an, der schwarze Balken den Mittelwert (n=5).
3.3.2 BDNF: Proteinexpression im Lungenhomogenat
Im Western Blot zeigten sich zwei spezifische Banden für BDNF. Zum einen die pro-
BDNF Bande bei ca. 35kDa, zum anderen die BDNF Bande bei ca. 20kDa. Beide
Formen zeigten individuell sehr variable Proteinexpressionen zwischen der IPAH-,






































Abbildung 18: Western Blot
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Abbildung 19: Vergleich der BDNF RNA-Expression bei verschiedenen Erkrankungen, unter
Normoxie (grau) und nach 24h Hypoxiestimulation (schwarz) sowie zwischen Zellarten. Die
Säulen geben die Mittelwerte ± SEM der Δ-CT Werte an (n=5). 
3.3.4 BDNF: Lokalisation und Expression in PASMC und Fibroblasten
unter Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation
In allen untersuchten Gruppen wurde eine zytoplasmatische Lokalisation gezeigt.
Nach 24h Hypoxiestimulation wurde nur in Fibroblasten der COPD-Gruppe eine
vermehrte BDNF-Expression gemessen (Abbildung 20). Dies korreliert mit der RNA-
Expression (siehe 3.3.1).
3.3.5 BDNF: Proteinexpression in PASMC und Fibroblasten unter
Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation
Auch nach mehrmaligen Versuchsansätzen, unter Erhöhung der Antikörper-
konzentration und Verlängerung der Expositionszeit, wurde keine BDNF-
Proteinexpression mittels WB in PASMC und Fibroblasten gemessen. Eine Detektion
























Abbildung 20: Immunfluoreszenzfärbung von PASMC und Fibroblasten in 40x Vergrößerung.
Additionsbild (1), spezifische Färbung (2), DAPI Kernfärbung (3), kleiner Kasten in (2)
Negativkontrolle. (A) PASMC Kontrollspenderlunge Normoxie. (B) Fibroblasten Kontrollspenderlunge
Normoxie. (C) Fibroblasten IPAH-Lunge Normoxie. (D) Fibroblasten COPD-Lunge Normoxie, (E) nach










3.4.1 TrkB: RNA-Expression im Lungenhomogenat
Sowohl die IPAH- als auch die COPD-Gruppe zeigten vermehrte RNA-Expressionen
im Vergleich zur Kontrollgruppe (pIPAH=0,012, pCOPD=0,0006; Abbildung 21).
Abbildung 21: RNA-Expression von TrkB im Lungenhomogenat. Die Punkte geben die
Einzelwerte der jeweiligen Gruppe an, der schwarze Balken den Mittelwert (n=5).
3.4.2 TrkB: Proteinexpression im Lungenhomogenat
Weder in der IPAH- noch in der COPD-Gruppe zeigte sich eine unterschiedliche
Proteinexpression im Vergleich zur Kontrollgruppe. In der IPAH-Gruppe traten
zusätzliche Proteinbanden auf, welche bei der Kontroll- und der COPD-Gruppe nicht





















Abbildung 22: Western Blot Analyse von TrkB im Lungenhomogenat. Die Säulen geben die
Mittelwerte ± SEM der log Ratios von untersuchtem Protein zu β-Actin an (n=4). In der IPAH-Gruppe 
zeigten sich Doppelbanden (siehe Pfeile).
3.4.3 TrkB: Differentielle RNA-Expression in PASMC und
Fibroblasten unter Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation
Unter Normoxie zeigte sich bei den PASMC in der IPAH-Gruppe eine vermehrte
RNA-Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe (p=0,03; Abbildung 23). In
Fibroblasten konnte kein Unterschied unter Normoxie gemessen werden. Die 24h
Hypoxiestimulation zeigte in PASMC keinen Einfluss auf das RNA-Niveau von
Kontroll- und IPAH-Gruppe. In der COPD-Gruppe bestand ein vermehrte RNA-
Expression nach 24h Hypoxie (p=0,019). Bei den Fibroblasten zeigten sich nach 24h
Hypoxie in keiner Gruppe unterschiedliche RNA-Expressionen. Im Vergleich von
PASMC zu Fibroblasten zeigte sich unter Normoxie in der IPAH-Gruppe eine
































Abbildung 23: Vergleich der TrkB RNA-Expression bei verschiedenen Erkrankungen, unter
Normoxie (grau) und nach 24h Hypoxiestimulation (schwarz) sowie zwischen Zellarten. Die
Säulen geben die Mittelwerte ± SEM der Δ-CT Werte an (n=5). 
3.4.4 TrkB: Lokalisation und Expression in PASMC und Fibroblasten
unter Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation
In allen untersuchten Gruppen wurde eine diffuse zytoplasmatische Anfärbung
gezeigt. Ein Einfluss von 24h Hypoxie auf die TrkB-Expression wurde in keiner























Abbildung 24: Immunfluoreszenzfärbung von PASMC und Fibroblasten in 40x Vergrößerung.
Additionsbild (1), spezifische Färbung (2), DAPI Kernfärbung (3), kleiner Kasten in (2)
Negativkontrolle. (A) PASMC Kontrollspenderlunge Normoxie. (B) PASMC IPAH-Lunge Normoxie. (C)
PASMC COPD-Lunge Normoxie. (D) Fibroblasten Kontrollspenderlunge Normoxie. (E) Fibroblasten










3.4.5 TrkB: Proteinexpression in PASMC und Fibroblasten unter
Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation
Nur bei den PASMC der COPD-Gruppe wurde eine Hochregulation nach 24h
Hypoxie gemessen (p=0,02). Dieses Ergebnis korreliert mit den RNA-Ergebnissen
aus 3.4.3. In allen übrigen Gruppen wurden keine Unterschiede im Vergleich von
Normoxie zu 24h Hypoxie gemessen (Abbildung 25 und 26).
Abbildung 25: Vergleich der Proteinexpression von TrkB in PASMC Fibroblasten unter
Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation. (A) Kontrollgruppe, (B) IPAH-Gruppe, (C) COPD-



























Abbildung 26: Vergleich der Proteinexpression von TrkB in PASMC und Fibroblasten unter
Normoxie (grau) und nach 24h Hypoxiestimulation (schwarz). Die Säulen geben die Mittelwerte ±
SEM der log Ratios von untersuchtem Protein zu β-Actin an (n=4).
3.5 TSP-1
3.5.1 TSP-1: RNA-Expression im Lungenhomogenat
Es wurden keine RNA-Expressionsunterschiede in der IPAH- und COPD-Gruppe im
Vergleich zur Kontrollgruppe gemessen (Abbildung 27).
Abbildung 27: TSP-1 spezifische RNA-Expression im Lungenhomogenat. Die Punkte geben die








































3.5.2 TSP-1: Proteinexpression im Lungenhomogenat
Im Vergleich von IPAH- zur Kontrollgruppe wurde kein Unterschied gezeigt. Die
COPD-Gruppe zeigte im Vergleich zur Kontrollgruppe eine vermehrte
Proteinexpression (p=0,02, Abbildung 28).
Abbildung 28: Western Blot Analyse von TSP-1 im Lungenhomogenat. Die Säulen geben die
Mittelwerte ± SEM der log Ratios von untersuchtem Protein zu β-Actin an (n=4).
3.5.3 TSP-1: Differentielle RNA-Expression in PASMC und
Fibroblasten unter Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation
Unter Normoxie wurden bei den PASMC keine RNA-Expressionunterschiede von
Erkrankungsgruppe zur Kontrollgruppe gemessen (Abbildung 29). Bei den
Fibroblasten fand sich in der COPD-Gruppe eine verminderte RNA-Expression im
Vergleich zur Kontrollgruppe (p=0,07). Nach 24h Hypoxiestimulation wurde in
PASMC der Kontrollgruppe eine verminderte Expression gezeigt (p=0,032). Bei den
Fibroblasten wurde sowohl in der IPAH- als auch in der COPD-Gruppe eine
vermehrte RNA-Expression gemessen (pIPAH=0,018, pCOPD=0,005) Im Zellvergleich
von PASMC zu Fibroblasten zeigte sich unter Normoxie eine verminderte RNA-

































Abbildung 29: Vergleich der TSP-1 RNA-Expression bei verschiedenen Erkrankungen, unter
Normoxie (grau) und nach 24h Hypoxiestimulation (schwarz) sowie zwischen Zellarten. Die
Säulen geben die Mittelwerte ± SEM der Δ-CT Werte an (n=5). 
3.5.4 TSP-1: Lokalisation und Expression in PASMC und Fibroblasten
unter Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation
Nur in den PASMC der Kontrollgruppe und den Fibroblasten der IPAH-Gruppe wurde
eine zytoplasmatische Anfärbung gezeigt. Eine Änderung der Fluoreszenzintensität
nach 24 h Hypoxiestimulation wurde nicht festgestellt (Abbildung 30). In den Zellen



























Abbildung 30: Immunfluoreszenzfärbung von PASMC und Fibroblasten in 40x Vergrößerung.
Additionsbild (1), spezifische Färbung (2), DAPI Kernfärbung (3), kleiner Kasten in (2)
Negativkontrolle. (A) PASMC Kontrollspenderlunge Normoxie, (B) nach 24h Hypoxie. (C) Fibroblasten








3.5.5 TSP-1: Proteinexpression in PASMC und Fibroblasten unter
Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation
Es zeigte sich eine deutliche individuelle Streuung der Messwerte in Fibroblasten der
COPD-Gruppe zwischen Normoxie und 24h Hypoxie (Abbildung 31). In anderen
Gruppen sowie in PASMC wurden keine Proteinexpressionen von TSP-1 mittels
Western Blot gemessen.
Abbildung 31: Vergleich der Proteinexpression von TSP-1 in Fibroblasten unter Normoxie
(grau) und nach 24h Hypoxiestimulation (schwarz). Die Säulen geben die Mittelwerte ± SEM der































3.6.1 CD36: RNA-Expression im Lungenhomogenat
Es wurden keine RNA-Expressionsunterschiede in der IPAH- und COPD-Gruppe im
Vergleich zur Kontrollgruppe gemessen (Abbildung 32).
Abbildung 32: RNA-Expression von CD36 im Lungenhomogenat. Die Punkte geben die
Einzelwerte der jeweiligen Gruppe an, der schwarze Balken den Mittelwert (n=5).
3.6.2 CD36: Proteinexpression im Lungenhomogenat
Im Vergleich von Kontrollgruppe zur COPD-Gruppe wurde kein Unterschied gezeigt.
Die IPAH-Gruppe zeigte im Vergleich zur Kontrolle eine vermehrte Proteinexpression
(p=0,02; Abbildung 33).
3.6.3 CD36: Differentielle RNA-Expression in PASMC und
Fibroblasten unter Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation
Unter Normoxie zeigte sich bei den PASMC im Vergleich von IPAH- zur
Kontrollgruppe eine vermehrte RNA-Expression (p=0,027). Der restliche Vergleich
von Erkrankungsgruppen zur Kontrollgruppe unter Normoxie zeigte weder in den
PASMC noch in den Fibroblasten eine unterschiedliche RNA-Expression. Nach 24h















erhöhte Expression (p=0,023). Der Zellvergleich zwischen PASMC und Fibroblasten
zeigte keine RNA-Expressionsunterschiede (Abbildung 34).
Abbildung 33: Western Blot Analyse von CD36 im Lungenhomogenat. Die Säulen geben die
Mittelwerte ± SEM der log Ratios von untersuchtem Protein zu β-Actin an (n=4). 
3.6.4 CD36: Lokalisation und Expression in PASMC und Fibroblasten
unter Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation
In allen untersuchten Gruppen wurden nur die Fibroblasten positiv gefärbt. Die
PASMC der Kontroll-, der IPAH-, un der COPD-Gruppe waren auch nach
mehrmaligem Versuchsansatz nicht markiert. Die Anfärbung der Zellen war auf das
Zytoplasma lokalisiert, mit einer diffus fleckenförmigen Verteilung. Dies weißt auf
eine mögliche Lokalisation in der Zytoplasmamembran hin. In den Fibroblasten einer
Kontrollspenderlunge wurde nach 24h Hypoxiestimulation zusätzlich eine
Lokalisation im Nucleus nachgewiesen. In der COPD-Gruppe zeigte sich eine
































Abbildung 34: Vergleich der CD36 RNA-Expression bei verschiedenen Erkrankungen, unter
Normoxie (grau) und nach 24h Hypoxiestimulation (schwarz) sowie zwischen Zellarten. Die
Säulen geben die Mittelwerte ± SEM der Δ-CT Werte an (n=5). 
3.6.5 CD36: Proteinexpression in PASMC und Fibroblasten unter
Normoxie und nach 24h Hypoxiestimulation
Auch nach mehrmaligen Versuchsansätzen, unter Erhöhung der Antikörper-
konzentration und Verlängerung der Expositionszeit, wurde keine CD36-
Proteinexpression mittels WB in PASMC und Fibroblasten gemessen. Eine Detektion



























Abbildung 35: Immunfluoreszenzfärbung von Fibroblasten in 40x Vergrößerung. Additionsbild
(1), spezifische Färbung (2), DAPI Kernfärbung (3), kleiner Kasten in (2) Negativkontrolle. (A)
Fibroblasten Kontrollspenderlunge Normoxie, (B) nach 24h Hypoxie. (C) Fibroblasten IPAH-Lunge
Normoxie, (D) nach 24h Hypoxie. (E) Fibroblasten COPD-Lunge Normoxie, (F) nach 24h Hypoxie. Die
Anfärbung der Zellen zeigt eine fleckförmige Verteilung. In B2 ist zusätzlich eine Lokalisation im













Die pulmonale Hypertonie kann idiopathisch oder im Rahmen verschiedener
Erkrankungen auftreten (siehe 1.1.1). Abhängig davon zeigt sich eine
unterschiedliche Prognose und Mortalität. Bei den verschiedenen Formen der PH
finden sich −unterschiedlich ausgeprägt− charakteristische morphologische 
Veränderungen im Bereich der Pulmonalarterien und Widerstandsgefäße
(Gefäßumbau). Zugrunde liegen diverse Expressionsveränderungen auf Gen- und
Proteinebene im Bereich intrapulmonaler Arterien [8]. In vorangegangenen
Untersuchungen der Arbeitsgruppe konnten im Mausmodell der Hypoxie-induzierten
pulmonal-arteriellen Hypertonie mittels Microarray- und 2D-Page-Analysen
Kandidatengene und -proteine in intrapulmonalen Arterien identifiziert werden [68].
Immunhistochemische Färbungen zeigten außerdem, dass die Kandidatenproteine in
humanen Pulmonalarterien exprimiert wurden.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die idiopathische pulmonal-arterielle Hypertonie
(IPAH) als primäre PH-Form und die chronisch obstruktive Lungenerkrankung
(COPD) als sekundäre PH-Form hinsichtlich ihrer Expressionsveränderungen beim
Lungengefäßumbau untersucht. Es sollte ermittelt werden, wie ausgewählte
Kandidatengene und -proteine in humanem Lungenhomogenat und speziell in
PASMC und Fibroblasten humaner Pulmonalarterien differentiell exprimiert sind.
Folgende Kandidatengene und -proteine wurden untersucht: FHL-1, S100 A4, BDNF,
TrkB, TSP-1 und CD36. Zusätzlich wurde der Einfluss einer 24-stündigen
Hypoxiestimulation (FiO2=0,01) auf die Regulation der Gene und Proteine in PASMC
und adventitiellen Fibroblasten untersucht.
Der Pathomechanismus für die IPAH ist nur ansatzweise verstanden, eine
genetische Komponente mit Mutationen in dem BMPR2-Gen, welches zur TGF-β-
Superfamilie gerechnet wird, wurde beschrieben [21]. In einer Arbeit von Fantozzi et
al. wurden humane PASMC aus IPAH-Lungen mit BMP2 inkubiert und eine
Microarrayanalyse durchgeführt. Die PASMC aus IPAH-Lungen zeigten ein
unterschiedliches Expressionsprofil im Vergleich zu PASMC aus Spenderlungen, mit
differentiell exprimierten Genen vor allem in den Bereichen Proliferation und
Apoptosehemmung [122]. Außerdem wurde an gesunden humanen PASMC gezeigt,
dass BMP über die Caspasen 8 und 9 eine Apoptose induzieren [123]. Es ist
anzunehmen, dass in PASMC aus IPAH-Lungen, bei denen das BMPR2-Gen mutiert
und/oder die Expression von BMP verändert ist, Apoptose-induzierende
Mechanismen gehemmt sein können. In humanen pulmonal-arteriellen EC konnte
dieser Apoptose-hemmende Effekt gezeigt werden, indem die Transkription des
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BMPR2-Genes über siRNA blockiert wurde [124]. In einer weiteren Arbeit wurden in
vivo an transgenen Mäuselungen, bei denen eine funktionslose Form des BMPR2 in
PASMC exprimiert wird, eine im Vergleich zu Kontrollmäusen differentielle
Genexpression gemessen. So konnte mittels Microarrayanalyse eine
Expressionsabnahme in Genen, die in der SMC-Differenzierung und Angiogenese
involviert sind, und eine Expressionzunahme in Genen, die an der Immunantwort
beteiligt sind, gemessen werden [125]. Eine Expressionsabnahme angiogener Gene
steht im Gegensatz zur deren Expressionszunahme beim Gefäßumbau unter
hypoxischen Bedingungen [126]. In weiteren Untersuchungen ist zu klären, ob sich
diese Gefäßveränderungen auch im Rahmen einer IPAH finden lassen.
In einem Rattenmodell der Hypoxie-induzierten PH fand sich bei Angiopoietin-1-
transfizierten Ratten, bei denen selektiv die distalen Lungenarteriolen transfiziert
wurden und die Angiopoietin-1 überexprimierten, ein signifikant verbesserter
systolischer PAP. Es wurde eine mögliche Verbindung von Angiopoietin-1 und der
IPAH vermutet. In der gleichen Studie wurde jedoch gezeigt, dass im
Lungenhomogenat von IPAH-Patienten keine Unterschiede der Angiopoietin-1-
Proteinexpression im Vergleich zu gesunden Lungen bestanden [127]. Weiterhin
zeigte sich in PASMC aus IPAH-Lungen eine erhöhte Proteinexpression von
Caveolin-1. Eine Erhöhung von Caveolin-1 in der Zelle führt zu einem erhöhten
Calciumeinstrom in die Zelle, was zu Vasokonstriktion und Mediahypertrophie führen
kann [128]. Hier wäre zu klären, zu welchem Zeitpunkt der Erkrankung die Caveolin-
1-Expression verändert ist und ob Caveolin-1 ein möglicher Angriffspunkt einer
Therapie sein könnte. Ein weiterer Ansatzpunkt zur Beschreibung des Gefäßumbaus
im Rahmen der IPAH ist der planare Zellpolaritäts-Signalweg, einem nicht-
kanonischen WNT-Signalweg (Wingless-related Integration Site). Dabei stellt WNT
ein Signalprotein dar, welches als lokaler Mediator eine wichtige Rolle bei Zell-
Zellkontakten einnimmt. Laumanns et al. zeigten in Laser-mikrodisseziierten
Pulmonalarterien aus IPAH-Lungen mittels Microarrayanalyse eine Hochregulation
von Mediatoren, die in den planaren Zellpolaritäts-Signalweg involviert sind. Einige
dieser hochregulierten Gene, wie z.B. die Rho-Kinase, konnten in real-time-PCR-
Untersuchungen als hochreguliert bestätigt werden [129]. In der vorliegenden Studie
sollte ermittelt werden, welche der genannten Kandidatengene und -proteine in IPAH
im Gefäßumbau eine Rolle spielen.
Die Ursachen für die sekundäre Form der PH sind vielfältig. Im Verlauf der chronisch
obstruktiven Lungenerkrankung (COPD) kommt es häufig zu einer sekundären
pulmonalen Hypertonie, ausgelöst durch chronische Hypoxämie. Naejie et al.
zeigten, dass der Gefäßumbau im Rahmen der COPD-assoziierten PH nicht nur die
Media betrifft, sondern alle Gefäßabschnitte einschließt [130]. Diesen
Veränderungen liegen Gen- und Proteinregulationen zugrunde. Welche Gene und
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Proteine im Einzelnen reguliert sind, ist nicht ausreichend geklärt. Bekannt ist, dass
durch chronische Entzündungsreaktionen und Proteinase/Antiproteinase
Ungleichgewicht es zu einer Veränderung der Gasaustauschflächen und konsekutiv
zu einer chronisch-alveolären Hypoxie kommen kann, was vor allem in schweren
Formen der COPD zu einer pulmonalen Hypertonie führen kann [57, 58]. Im übrigen
ist die COPD-assoziierte PH durch eine kurzfristige [131] oder langfristige [132]
therapeutische Sauerstoffgabe meist nur partiell reversibel. Neben der chronischen
Hypoxie können beim Gefäßumbau die toxischen Effekte des Zigarettenrauchs und
chronische Infektionen eine Rolle spielen [45]. Auf molekularer Ebene konnte eine
erhöhte Expression von VEGF und des Serotonintransporters (SERT) in
fortgeschrittener COPD gefunden werden [133, 134]. Es besteht eine Verbindung
des Serotonin-Signalweges mit dem BMPR2-Rezeptor, welcher in IPAH-Patienten
mutiert sein kann [135]. In diesem Zusammenhang bedarf es weiteren
Untersuchungen, um Unterschiede bzw. Gemeinsamkeiten zwischen COPD-
assoziierter PH und IPAH bezüglich des Gefäßumbaus zu bestimmen. Im Rahmen
dieser Arbeit sollte ermittelt werden, welche der zuvor genannten Kandidatengene
und -proteine in COPD-assoziierter PH, als Beispiel einer sekundären PH, im
Gefäßumbau eine Rolle spielen.
HIF (Hypoxie-induzierbarer Faktor) ist der Haupttranskriptionsfaktor pulmonaler
Prozesse auf Hypoxie [136]. Er aktiviert eine erhöhte Expression von Genen, die bei
Hypoxie eine Rolle spielen. HIF-1 fungiert dabei als Hauptregulator auf die
Sauerstoffhomöostase. Über 40 Kandidatengene sind als HIF-1α reguliert identifiziert 
worden [28]. In plexiformen Läsionen von Patienten, die an einer schweren PH
erkrankten, konnte immunhistochemisch eine HIF-1α-Expression gezeigt werden. Es 
wurden hierzu sowohl IPAH-Patienten als auch Patienten mit schwerer sekundärer
PH untersucht [137]. Eine Beteiligung von HIF-1α in IPAH und schwerer COPD-
assoziierter PH ist somit denkbar. Interessant ist außerdem, dass in verschiedenen
Karzinomen, wie im Bereich der Lunge, des Ösophagus oder der Ovarien, eine
erhöhte Expression von HIF-1α gemessen wurde. Die erhöhte Expression von HIF-
1α wurde dabei durch intratumoröse Hypoxie und/oder durch genetische 
Veränderungen im Rahmen der Karzinomentwicklung getriggert. Als Folge daraus
steigt die VEGF-Konzentration und führt über parakrine Sekretion zu einer
Proliferation in EC. Zusätzlich aktiviert HIF-1 autokrine Signalwege, die u.a. über den
Wachstumsfaktor TGF-β, das Zellüberleben und -proliferation fördern [138]. Eine 
mögliche Verbindung von HIF-1 zum BMP, welches zur TGF-β Superfamilie gezählt 
wird und das entsprechende Gen in einem Teil der IPAH-Patienten als mutiert
gefunden wird, sollte Anreiz für weitere Untersuchungen sein.
Das HIF-2α-Protein besitzt eine strukturelle Ähnlichkeit mit dem HIF-1α und scheint 
insbesondere für das vaskuläre „remodelling“ wichtig zu sein [139]. Es wurde
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gezeigt, dass Mäuse, die heterozygot für das HIF-2α-Nullallel sind und dadurch HIF-
2α defizient sind, keine Hypoxie-bedingte PH entwickeln. In diesem Zusammenhang 
wird vermutet, dass die Hochregulation von Vasokonstriktoren durch HIF-2α dazu 
beiträgt, die Entwicklung des Hypoxie-bedingten Gefäßumbaus zu fördern [140]. Eul
et al. zeigten an humanen pulmonal-arteriellen Fibroblasten, dass eine Hypoxie-
induzierte Proliferation dieser Zellen ausschließlich HIF-2α abhängig ist. Hingegen 
zeigte sich eine Hypoxie-bedingte reduzierte Migration der Fibroblasten als HIF-1α 
und HIF-2α abhängig [141]. Zusammenfassend zeigt sich, dass HIF in allen 
Gefäßschichten der Pulmonalarterie eine Rolle in Hypoxie-bedingten Formen der PH
spielt. Außerdem wird eine Rolle von HIF in Hypoxie-unabhängigen Formen der PH
diskutiert [142].
4.2 Technische Aspekte
4.2.1 Lungenhomogenat und Zellkultur
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Untersuchungen an humanem Lungenhomogenat
durchgeführt, um Expressionsveränderungen in einem vitalen Gewebe zu messen.
Es muss jedoch darauf hingewiesen werden, dass Gewebe aus verschiedenen,
interagierenden Zelltypen zusammengesetzt sind, sodass die Verwendung der
Homogenate in der Analyse nur ein „gemischtes“ Expressionsprofil auf Gen- und
Proteinebene liefern kann. Da die interessierenden intrapulmonalen Arterien nur
einen geringen Anteil am gesamten Gewebe ausmachen, stellt die zelluläre
Heterogenität ein großes Problem bei molekularbiologischen Analysen von
Homogenaten dar. Die Expressionsveränderung im Zielkompartiment kann leicht
durch das restliche Gewebe maskiert werden, sodass sowohl das Ergebnis als auch
die Interpretation der Analysen hierdurch beeinflusst werden können [143]. Es legt
die Vermutung nahe, dass die erkrankungsspezifischen Expressionsveränderungen
in intrapulmonalen Arterien bei Einsatz von Lungenhomogenat nicht oder nur
unzulänglich zu ermitteln wären. Aus diesem Grund sollte das Zielkompartiment auch
getrennt isoliert und analysiert werden. So wurden bereits in vorausgegangenen
Untersuchungen der Arbeitsgruppe intrapulmonale Arterien von Mäuselungen mittels
Laser-assistierter Mikrodissektion isoliert und analysiert [68].
Um die Expressionsveränderungen im Bereich der intrapulmonalen Arterien näher zu
untersuchen, wurde in der vorliegenden Arbeit neben dem Lungenhomogenat auch
die Zellkultur eingesetzt. Die untersuchten Zellen (PASMC und Fibroblasten der
Adventitia) wurden von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. N. Weissmann zur Verfügung
gestellt. Die Zellen wurden aus den Pulmonalarterien humaner Lungen entnommen
und auf Petrischalen kultiviert. Im Gegensatz zur Laser-assistierten Mikrodissektion
können in der Zellkultur einzelne Zellarten und zusätzlich funktionelle Prozesse in der
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Zellart untersucht werden. Andererseits stellt die Zellkultur ein artifizielles System
dar, bei dem die untersuchte Zellart aus ihrem Zellverband gelöst und isoliert
analysiert werden kann. In dieser Arbeit wurden Expressionsveränderungen in
isolierten primären PASMC und adventitiellen Fibroblasten gemessen. Ob die
untersuchte Zellart im Zellverband in der Arterie gleiche oder ähnliche
Expressionsveränderungen zeigt, kann nur unzulänglich ermittelt werden.
Beispielweise beeinflussen Fibroblasten über parakrine Sekretion benachbarte SMC
und verändern deren Tonus und Wachstum [144]. Dennoch kann die Zellkultur in
Zusammenschau mit den Expressionsveränderungen im Lungenhomogenat und den
mikrodisseziierten intrapulmonalen Arterien wichtige Ergebnisse liefern.
4.2.2 Vergleichbarkeit von Subpopulationen in PASMC und
Fibroblasten
Die erhobenen Daten aus der Zellkultur zeigen große Streuungen, welches die
Beurteilung von Unterschieden der mittleren Expression zwischen den Gruppen
schwierig macht. Für die große Streuung kommen drei Gründe in Frage: (a) Die
untersuchten Zellen wurden von verschiedenen Abschnitten der Pulmonalarterien
entnommen, (b) es können unterschiedliche Subpopulationen von PASMC und
Fibroblasten entnommen und kultiviert worden sein und (c) es gibt genetische
Unterschiede der Spender. So haben Frid et al. mindestens vier verschiedene SMC-
Phänotypen in den großen Pulmonalarterien von Rindern beschrieben. Diese
unterschieden sich in der Lokalisation innerhalb der Media, der Morphologie und
immunbiochemischen Charakteristika [145]. Weitere in vitro und in vivo
Untersuchungen bestätigten, dass die pulmonal-arterielle Media nicht aus einer
phänotypisch homogenen SMC-Population, sondern aus heterogenen SMC-
Subpopulationen aufgebaut ist. Es zeigten sich in den Subpopulationen
unterschiedliche Fähigkeiten zur Proliferation und Produktion von ECM. Ein wichtiger
Punkt ist außerdem, dass Hypoxieexposition ein unterschiedliches
Proliferationsbestreben in diesen SMC-Subpopulationen auslöste. Ein
entscheidender Faktor hinsichtlich der Antwortprozesse auf Hypoxie war in diesem
Zusammenhang die Proteinkinase C [146].
In chronisch-hypoxischer PH wirken neben der Hypoxie lokal-produzierte Zytokine
und mechanischer Stress als steuernde Faktoren auf die zelluläre Differenzierung
von SMC. Diese beeinflussen über Tyrosinkinasen, Mitogen-aktivierte Proteinkinasen
(MAP-Kinasen), Phosphoinositidyl-3-Kinase, SMAD-Phosphorylierung und Rho-
Kinasen intrazelluläre Signalkaskasden. Als Folge daraus werden neben der
Differenzierung der SMC in Subpopulationen auch deren Kontraktilität, Zellwachstum
und Synthese von ECM reguliert [41]. Schwere Formen der chronisch-hypoxischen
PH zeigen andere strukturelle Veränderungen in den Pulmonalarterien als leichte
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Formen (siehe 1.1.3). Verschiedene Stadien der chronisch-hypoxischen PH lassen
somit auf unterschiedliche Beteiligung der Subpopulationen von SMC schließen.
Fibroblasten der pulmonal-arteriellen Adventitia bestehen ebenfalls aus heterogenen
Subpopulationen [147]. Nach Einfluss von Hypoxie reagieren nur spezifische
Subpopulationen mit einer Proliferationssteigerung. Dies zeigte sich in isolierten
adventitiellen Fibroblasten von neonatalen Kälbern nach chronischer
Hypoxieexposition. An dieser hypoxie-induzierten Proliferation ist ein komplexes
Netzwerk von Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAP-Kinasen) beteiligt [148].
Zusätzlich induzierte Hypoxie in adventitiellen Fibroblasten von Kälbern eine
Differenzierung von Fibroblasten in Myofibroblasten. Nachgewiesen wurde in diesem
Zusammenhang eine Hochregulation der α-SMA-Proteinexpression [149]. 
Aus diesen Anhaltspunkten ergibt sich, dass die Beurteilung von
Expressionsveränderungen in PASMC und Fibroblasten im Rahmen des
Gefäßumbaus auch von Subpopulationen innerhalb der Zellart abhängig gemacht
werden sollte. Weitere Untersuchungen sind dafür nötig.
4.2.3 Messfehler im Zusammenhang mit den Patientenproben
Bei den untersuchten Proben aus Wien handelte es sich um resezierte Anteile aus
Lungentransplantationen. Es wurden Lungen von IPAH- und COPD-Patienten, sowie
von Spendern in die Untersuchung aufgenommen. Soweit vorhanden, wurden das
Alter und das Geschlecht mit angegeben. Der höhere Frauenanteil in der IPAH-
Gruppe ist erklärbar, da doppelt so viele Frauen wie Männer an der IPAH erkranken
(siehe 1.1.4). In der COPD- bzw. Spendergruppe zeigte sich ein ausgeglichenes
Geschlechterverhältnis.
Bedingt durch die Tatsache, dass die untersuchten Erkrankungen unterschiedliche
Risikofaktoren haben, welche sich ebenfalls auf die Zielgrößen auswirken können,
sind systematische Fehler nicht auszuschließen und sollten bei der Interpretation der
Ergebnisse berücksichtigt werden. So kann neben den oben genannten
Unterschieden im Geschlechterverhältnis zwischen den Gruppen zum Beispiel auch
der Raucherstatus einen wesentlichen systematischen Fehler verursachen:
COPD ist eine typische „Raucherkrankheit“ [150]. Obwohl keine Daten zum
Raucherstatus der Patienten vorliegen, ist anzunehmen, dass der Anteil langjähriger
und starker Raucher unter den COPD-Patienten in dieser Studie höher ist als in den
anderen Gruppen. Es ist bekannt, dass Rauchen eine Entzündungsantwort in der
Lunge provoziert [45] und die Expression verschiedener Gene und Proteine in der
Lunge induziert [151]. Die Erkrankung lässt sich daher nicht mit Sicherheit als




Patientenproben zeigen im Allgemeinen aufgrund unterschiedlicher genetischer
Disposition und Lebensumständen eine große Variabilität hinsichtlich der Gen- bzw.
Proteinexpression. Präzise Schätzungen von Mittelwerten wie sie zum Nachweis von
Unterschieden zwischen den Gruppen notwendig sind, erfordern wegen dieser
großen Varianz auch große Stichprobenumfänge. Die für diese Arbeit verfügbaren
Stichprobenumfänge waren begrenzt und erlauben daher keine hohe statistische
Sicherheit für die Beurteilung von Mittelwertunterschieden.
4.3 Differentielle Expression auf Gen- und Proteinebene
4.3.1 FHL-1
In vorangegangenen Untersuchungen der Arbeitsgruppe zeigte sich im Mausmodell
der Hypoxie-induzierten PH eine Hochregulation der FHL-1-Proteinexpression nach
24h Hypoxieexposition im Vergleich zu normoxisch gehaltenen Mäusen. Die
Ergebnisse aus den 2D-Page-Analysen zeigten nach 24h Hypoxieexposition eine
differentielle Expression einer Vielzahl von Proteinen, wobei FHL-1 eines der am
stärksten hochregulierten Proteine war [69].
FHL-1 ist an der Muskelentwicklung beteiligt und wird während der
Hypertrophieentwicklung von Herzmuskel- und Skelettmuskelzellen verstärkt
exprimiert [74]. FHL-1 zählt zur Gruppe der LIM-Proteine, welche eine entscheidende
Rolle in der Gewebedifferenzierung, Onkogenese und zytoskelettalen
Umstrukturierung einnehmen [152-155]. Brown et al. zeigten eine Lokalisation von
FHL-1 in den Kernen von Myoblasten und im Zytoplasma von Myotubuli. Weiterhin
vermuteten sie, dass FHL-1 aufgrund der LIM-Domänen als Verbindungsprotein in
einem größeren Funktionskomplex innerhalb der „focal adhesions“-Bereiche auftritt
[71]. Im Mausmodell zur hypertrophen und dilatativen Kardiomyopathie fand sich
eine veränderte FHL-1-Expression im Herzventrikel [152-155]. Zusätzlich konnte eine
erhöhte Expression in dehnungsabhängiger Muskelhypertrophie gezeigt werden
[156-158]. In diesem Zusammenhang nahmen wir an, dass FHL-1 auch in den
pulmonalen Gefäßumbau involviert ist.
In den Untersuchungen von Kwapiszewska et al. konnte eine erhöhte FHL-1-
Expression nicht nur nach 24h Hypoxieexposition, sondern auch nach 7 und 21d
Hypoxieexposition gefunden werden. Nach diesen längeren Hypoxiephasen war die
PH bereits evident und voll entwickelt [143]. Die Rolle von FHL-1 in Hypoxie-
induzierter PH wird durch die Tatsache unterstützt, dass FHL-1 im Lungenkreislauf,
jedoch nicht im systemischen Kreislauf als hochreguliert gefunden wurde. Diese
Ergebnisse korrelieren mit den vielseitigen Effekten der Hypoxie. So bewirkt Hypoxie
im pulmonalen Gefäßsystem eine Widerstandserhöhung, während es systemisch zur
Vasodilatation kommt. Neben der erhöhten Expression von FHL-1 im Mausmodell
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der Hypoxie-induzierten PH wurde eine erhöhte Expression in zwei verschiedenen
Rattenmodellen zur PH beschrieben [69]. Sowohl im Rattenmodell zur Monocrotalin-
induzierten PH, als auch in PH, die durch chronische Hypoxie und den VEGF-
Rezeptorantagonisten SU5416 induziert wurde, konnte dies beobachtet werden.
Ob eine Assoziation von FHL-1 mit humanen Formen der PH besteht, war
Bestandteil dieser Arbeit. So fand sich im Lungenhomogenat von IPAH-Patienten
eine vermehrte RNA- und Proteinexpression (siehe 3.1.1 und 3.1.2). Weiterhin wurde
in Laser-mikrodisseziierten Arterien von IPAH-Patienten eine Hochregulation von
FHL-1 auf RNA-Ebene gezeigt [69]. Somit konnte die differentielle Expression von
FHL-1 im Kompartiment der Pulmonalarterien lokalisiert werden. In der
Immunfluoreszenz zeigte sich zudem, dass FHL-1 in PASMC und Fibroblasten der
Adventitia von Pulmonalarterien exprimiert wird (siehe 3.1.4). Auf RNA-Ebene
bestätigte sich eine vermehrte FHL-1 Expression in PASMC aus IPAH-Lungen, auf
Proteinebene zeigten sowohl PASMC als auch Fibroblasten vermehrte
Expressionen. Eine Beteiligung von FHL-1 im Gefäßumbau von IPAH-Patienten kann
angenommen werden.
Auch in COPD-assoziierter PH konnte sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene
eine Hochregulation von FHL-1 im Lungenhomogenat gefunden werden. In PASMC
zeigten sich zudem eine erhöhte RNA-Expression im Vergleich zu PASMC aus
Spenderlungen. Eine positive Expression von FHL-1 in PASMC bestätigte sich in der
Immunfluoreszenz (siehe 3.1.4). Diese Daten unterstützen wiederum unsere
Hypothese, dass die bereits im Tiermodell identifizierten Kandidatenproteine, die zur
Entstehung der PH beigetragen haben, auch eine Rolle bei der Entwicklung einer
primären (IPAH) und sekundären Form (COPD-assoziiert) von PH im Menschen
spielen. Interessanterweise zeigten FHL-2 und FHL-3, in Übereinstimmung mit einem
Mausmodell zur Herzhypertrophie und dilatativen Kardiomyopathie [156], in IPAH-
Patienten keine Expressionsunterschiede [69].
In dieser Arbeit wurde zusätzlich die Wirkung einer 24h Hypoxiestimulation auf Gen-
und Proteinexpressionen untersucht. Die Hypoxiestimulation zeigte eine vermehrte
RNA-Expression von FHL-1 in PASMC von Spenderlungen, sowie in Fibroblasten
von IPAH- und COPD-Patienten (siehe 3.1.3). Im Mausmodell der Hypoxie-bedingten
PH war FHL-1 ebenfalls nach 24h Hypoxie auf Proteinebene hochreguliert [69]. Eine
Beteiligung von FHL-1 in der initialen Phase Hypoxie-bedingter sekundärer Formen
von PH im Menschen ist somit denkbar.
Es wurde beschrieben, dass die Hypoxie-bedingte Expression von FHL-1 in
humanen PASMC über HIF-1α und HIF-2α gesteuert wird. Dies ist interessant, da 
HIF in die Pathogenese von Hypoxie-assoziierten und Hypoxie-unabhängigen
Formen der PH involviert ist [142]. Eine Verbindung von HIF mit dem ROS-
Signalweg wird angenommen. Untersuchungen haben gezeigt, dass viele Zellen
Diskussion
77
nach Hypoxieexpositon eine erhöhte intrazelluläre Konzentration an ROS aufweisen
[159]. Allerdings wird dies seit Jahren kontrovers diskutiert. Zudem erhöht nicht nur
Hypoxie die intrazelluläre Konzentration an ROS, sondern auch Wachstumsfaktoren
(PDGF, TGF-β), Zytokine (TNF-α, IL-1β), Hormone (Insulin, Angiotensin) und 
Koagulationsfaktoren (z.B. Thrombin) können unter Normoxie die ROS-
Konzentration erhöhen. Die intrazelluläre Erhöhung von ROS wiederum führt zu
einer Erhöhung der HIF-1α-Proteinexpression und zur erhöhten Expression diverser 
Zielgene (VEGF, Erythropoietin) [160]. Zudem wird die Proteinsynthese von HIF-1α 
über Signalwege der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) und MAP-Kinase reguliert.
Diese Signalwege wiederum werden über andere Signalkaskaden aktiviert, wie z.B.
Signalkaskaden der Tyrosinkinaserezeptoren (Trk) oder G-Protein-gekoppelte-
Rezeptoren [138]. Diese Überlegungen zur Beteiligung von HIF-1 an Hypoxie-
unabhängigen Formen der PH werden durch die Tatsache gestützt, dass in
humanen Lungenhomogenaten von IPAH-Lungen HIF-1α in arteriellen Läsionen 
gefunden wurde [137]. Eine Beteiligung von HIF-1 im Rahmen der COPD-
assoziierten PH, die eine chronische Hypoxie als Ursache hat, ist gut denkbar und
bedarf weiterer Untersuchungen.
Kwapiszewska et al. untersuchten zudem, ob FHL-1 eine funktionelle Rolle im
Rahmen des Gefäßumbaus einnimmt. Über eine Inhibition der FHL-1-Expression
mittels siRNA konnte eine herabgesetzte Migration- und Proliferationsrate in
humanen PASMC gemessen werden. Eine Überexpression von FHL-1 bewirkte
einen gegenteiligen Effekt. Diese Ergebnisse wurden ebenfalls in
Skelettmuskelzellen gefunden, wo eine Überexpression von FHL-1 eine erhöhte
Mirgations- und Proliferationsrate induzierte [69].
Weiterhin wurde die Rolle von FHL-1 in der Zellzykluskontrolle untersucht. Hierzu
wurden die Cyclin-D1 Konzentrationen unter FHL-1-Inhibition bestimmt. In
proliferierenden Zellen ist die Progression der G1-Phase abhängig von anhaltend
hohen Konzentrationen an D-Typ Cyclin [161]. Zudem kontrolliert die Integrin-
vermittelte Adhäsion, welche eine Rolle im Gefäßumbau im Rahmen einer PH
spielen könnte, die Akkumulation von Cyclin-D1 [162]. Es zeigte sich unter Inhibition
der FHL-1-Expression eine verminderte Proteinkonzentration von Cyclin-D1 und
damit eine Hemmung der G1-Progression (und folglich eine verminderte Proliferation
[69]).
In einem weiteren Schritt wurde versucht mögliche Interaktionsaktionspartner von
FHL-1 zu identifizieren. Bisher war nur das Myosin-bindenden Protein C (MyBP-C)
als Interaktionspartner von FHL-1 bekannt [163]. Die Annahme, dass die Zellaktivität
von FHL-1 auf einer Protein-Protein-Interaktion beruht, wird wie folgt begründet: (a)
FHL-1 besitzt mehrere Four-and-a-half-LIM Domänen, welche sowohl an intra- als
auch an intermolekularen Prozessen beteiligt sind [164]. (b) LIM Domänen fungieren
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als Plattform für die Synthese von Multiproteinkomplexen. (c) Eine Beteiligung von
FHL-2 und FHL-3 an der Regulation von Umbauprozessen am Actinzytoskelett
wurde belegt [152]. Basierend auf diesen Vorüberlegungen wurde Talin-1 mittels
Immunpräzipitation und anschließender MALDI-TOF-Untersuchung als neuer
Interaktionspartner von FHL-1 identifiziert [69]. Talin-1 besitzt ebenfalls eine LIM und
Actin-bindende Domäne [165]. Dabei ist Talin-1 ein Hauptbestandteil im Zytoskelett
und kolokalisiert mit aktivierten Domänen von Integrin-β [166]. Neben den Integrinen 
sind Bindungspartner wie die ´focal adhesion´-Kinase und das F-Actin für Talin-1
beschrieben [167, 168]. In undifferenzierten Stammzellen von Mäuseembryonen
verhindern defekte Talin-1-Proteine den Aufbau von ´focal adhesions´ und führen zu
einer gestörten Zellausbreitung [169]. Außerdem wird über eine Inhibition von Talin-1
die Migration von Fibroblasten und T-Lymphozyten abgeschwächt [170, 171].
Kwapiszewska et al. zeigten an humanen PASMC, bei denen die Expression von
Talin-1 mittels siRNA blockiert wurde, eine verminderte Migrations- und
Proliferationsrate. Dieses korreliert mit den Ergebnissen zu FHL-1. FHL-1 könnte wie
Talin-1 an der Veränderung von zytoskelettalen Molekülen beteiligt sein. Eine Rolle
in der Talin-vermittelten Regulation von Integrinsignalen und zytoskelettalen
Organisationsvorgängen wäre denkbar, ebenso wie der Aufbau einer Talin-Actin
Vernetzung. Die Identifikation von Talin-1 als Bindungspartner und seine
Kolokalisation mit FHL-1 in humanen PASMC deutet auf eine wichtige Rolle von
FHL-1 in der Integrin-Actin Kommunikation und folglich in Migrations- und
Proliferationsvorgängen hin.
4.3.2 S100 A4
Im Mausmodell der Hypoxie-induzierten PH konnte nach 7 und 21d
Hypoxieexposition eine vermehrte RNA-Expression von S100 A4 gemessen werden.
Zu diesen Zeitpunkten war die PH bereits evident und voll entwickelt [143]. Dies
zeigte sich nach 7d sowohl im Lungenhomogenat als auch in mikrodisseziierten
Pulmonalarterien. Nach 21d Hypoxie fand sich nur in mikrodisseziierten
Pulmonalarterien eine vermehrte Expression. Untersuchungen zur Lokalisation von
S100 A4 mittels Immunhistochemie bestätigten eine Mehrexpression in
intrapulmonalen Arterien nach 7 und 21d Hypoxieexposition. Dabei war S100 A4
vornehmlich in den PASMC lokalisiert. Außerdem wurde eine Expression in
neomuskularisierten Widerstandsgefäßen beobachtet [68]. Diese Ergebnisse zeigten
eine Beteiligung von S100 A4 im Gefäßumbau bei Hypoxie-induzierter PH im
Mausmodell. Ziel dieser Arbeit war zu klären, ob S100 A4 eine Rolle im Gefäßumbau
im Rahmen humaner Formen von PH (IPAH, COPD-assoziierte PH) einnimmt.
S100 A4 ist Teil der S100 Proteinfamilie und besitzt zwei Ca2+-bindende EF-Motive.
Es ist bekannt, dass S100 A4 sowohl intrazellulär, als auch extrazellulär in
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sezernierter Form vorkommt. Intrazellulärer Angriffpunkt ist das nichtmuskuläre
Myosin II, welches an der Zellmotiliät beteiligt ist. Extrazelluläres S100 A4 kann auf
parakrinem Wege in die Zellmotiliät, -differenzierung und -überleben einwirken [76,
172]. S100 A4 steht in Verbindung mit der Invasion und Metastasierung von diversen
malignen Zellarten. Durch direkte Interaktion und Regulation des Zytoskletts
beeinflusst S100 A4 die Motilität von Tumorzellen [173, 174]. Die Expression von
S100 A4 kann durch parakrine Faktoren (z.B. TGF-β1, Fibroblast-growth-factor-2) 
induziert werden, welche ebenso in epithelial-mesenchymaler Transition (EMT) und
in der Progression von Malignomen involviert sind [175, 176]. Der EMT wird eine
Schlüsselrolle in der Progression maligner Tumoren zugeschrieben und geht mit
Verlust der Zelladhäsion, einer verminderten E-Cadherin-Expression und einer
erhöhten Zellmobilität einher. Zudem findet während der EMT eine
Phänotypkonvertierung von Epithelzellen zu Mesenchymzellen statt mit einem
starken Bestreben zur Zellmigration [177] und der Expression von S100 A4 [178].
Dieses Bestreben zur Zellkonvertierung ist in invasiven Prozessen, wie z.B. in
Malignomen, aber auch in diversen Organfibrosierungen erkennbar.
Darüber hinaus ist S100 A4 als Mediator an vielen nicht-malignen Prozessen
beteiligt. Dazu zählen neben Fibrosierungen von Niere [176] und Leber [179] auch
ZNS-Verletzungen [180], rheumatoide Arthritis [181], Herzhypertrophie [182] und
auch Lungenerkrankungen [68, 183]. Wie oben beschrieben zählt TGF-β1 zu den 
parakrinen Faktoren, welche eine veränderte Expression von S100 A4 induzieren
und somit eine EMT initiieren können [175, 176]. In primärer biliärer Zirrhose wurde
bestätigt, dass S100 A4 über TGF-β gesteuert wird und so in die EMT involviert ist. 
Spiekerkoetter et al. vermuten, dass die S100 A4-induzierte Erhöhung der
Zellmigration von huPASMC mit dem BMPR2 Signalweg interagiert [184].
Interessanterweise ist in IPAH eine Mutation des BMPR2-Gens, welches zur TGF-β 
Superfamilie gezählt wird, beschrieben [21]. Zusätzlich wurde die Rolle von S100 A4
und BMPR2 im Rahmen von Entzündungsprozessen in der Pathogenese der IPAH
vermutet. Hall et al. untersuchten IPAH-Lungen und Lungen mit sekundärer PH
(kongenitale Herzerkrankung) von Kindern auf die Verteilung, Herkunft und Anzahl
von Entzündungszellen. In den IPAH-Lungen zeigten sich umfangreiche periarterielle
Infiltrate mit S100 A4- und BMPR2-positiven Makrophagen und T-Lymphozyten.
Derartige periarteriellen Infiltrate fanden sich nicht in den Lungen mit sekundärer PH
aufgrund von kongenitalen Herzerkrankungen [185]. Weitere Untersuchungen
müssen klären, wie S100 A4 und BMPR2 miteinander interagieren und ob diese
Interaktion eine Rolle in der Entwicklung der IPAH spielen könnte.
Neben der erhöhten Expression von S100 A4 in intrapulmonalen Arterien von
Mäusen mit Hypoxie-induzierter PH [68], konnte der Einfluss von S100 A4 in
weiteren Mausmodellen der PH gezeigt werden. So zeigten Merklinger et al. in
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transgenen Mäusen, die S100 A4 überexprimierten, eine Verschlimmerung der
Hypoxie-induzierten PH. Dabei wurden die rechtsventrikulären intrakardialen Drücke
als Maßstab für die Schwere einer PH verwendet. Die transgenen Mäuse zeigten
außerdem eine langsamere Genesung nach Beendigung der Hypoxieexposition.
Dies beruhte auf einer anhaltenden Muskularisation der peripheren Pulmonalarterien.
Ein beteiligter Faktor dabei war das Elastin-assozierte Fibulin-5 Protein, welches
nach parakriner Sekretion von S100 A4 hochreguliert war [186]. In einem anderen
Mausmodell wurde S100 A4 mit der Entwicklung plexiformer Läsionen in
Pulmonalarterien in Verbindung gebracht. Greenway et al. zeigten, dass 5% der
transgenen Mäuse, die S100 A4 überexprimierten, eine intimale Hyperplasie
entwickelten. Es wurde eine Assoziation mit plexiformen Läsionen von Patienten mit
schwerer PH vermutet. In einem weiteren Schritt wurde die Expression von S100 A4
in Lungenhomogenaten von Kindern mit sekundärer PH (kongenitale
Herzerkrankungen) untersucht. Mittels der Heath und Edwards Klassifikation wurde
in leichte und schwere PH-Formen unterteilt. Immunhistochemisch zeigte sich in
leichten Formen der PH keine Expression von S100 A4. In schweren Formen der
PH, die mit plexiformen Läsionen einhergingen, konnte eine positive Expression in
PASMC nachgewiesen werden. Zudem wurde in den schweren Formen der pro-
apoptische Faktor BAX exprimiert. Eine Expression des angiogenetischen Faktors
VEGF konnte sowohl in leichten als auch in schweren Formen der PH nachgewiesen
werden [183].
Bestandteil dieser Arbeit war es zu ermitteln, ob S100 A4 in einer primären (IPAH)
und sekundären (COPD-assoziiert) PH-Form des Menschen involviert ist. Im
Lungenhomogenat von IPAH-Patienten wurde eine vermehrte RNA-Expression
gemessen (siehe 3.2.1). Auf Proteinebene wurde dies nicht bestätigt (siehe 3.2.4). In
der Immunfluoreszenz wurde eine Expression von S100 A4 in PASMC und
adventitiellen Fibroblasten von IPAH-Patienten gezeigt. Unter gleichen
Antikörperkonzentrationen und Belichtungszeiten wurde eine stärkere Expression in
PASMC im Vergleich zu den Fibroblasten gefunden. Im Mausmodell der Hypoxie-
induzierten PH [68] und in den humanen Lungenhomogenaten, welche in der Arbeit
von Greenway et al. beschrieben wurden, war S100 A4 ebenfalls in den PASMC der
Media lokalisiert. Mit Hilfe der real-time-PCR und Western Blot wurde in den PASMC
und adventitiellen Fibroblasten von IPAH-Patienen aber keine veränderte Expression
auf RNA- und Proteinebene gemessen (siehe 3.2.3 und 3.2.5). In Zusammenschau
kann eine Beteiligung von S100 A4 in IPAH vermutet werden. Möglicherweise ist ein
größerer Stichprobenumfang notwendig, um Mittelwertsunterschiede auf RNA- und
Proteinebene in den untersuchten Zellen messen zu können.
Auch in COPD-assoziierter PH war S100 A4 in Lungenhomogenaten hochreguliert.
Analog zur IPAH zeigte sich keine Mehrexpression auf Proteinebene. Auf Zellebene
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zeigte sich weder in PASMC noch in Fibroblasten eine unterschiedliche S100 A4-
Expression auf RNA- und Proteinebene. Diese Ergebnisse zeigen, dass S100 A4 in
primären (IPAH) und sekundären Formen (COPD) der PH zumindest auf RNA-Ebene
im Lungenhomogenat verstärkt exprimiert wird.
Ob eine Assoziation von S100 A4 mit dem Transkriptionsfaktor HIF besteht, sollte
näher untersucht werden. In Untersuchungen der Arbeitsgruppe konnten potentielle
´hypoxia response elements (HRE)´ im Bereich des S100 A4-Gens gefunden werden
(persönliche Mitteilung, Dr. rer. nat. J. Wilhelm). Diese HRE befinden sich in diversen
Hypoxie-induzierten Zielgenen und stellen Bindungstellen für den
Transkriptionsfaktor HIF dar [62]. Es hat sich gezeigt, dass diverse Gene, die eine
Rolle in Hypoxie-induzierter PH spielen, diese HRE besitzen. So wiesen Semenza et
al. nach, dass u.a. PDGF, VEGF, acidic/basic fibroblast growth factor (a/bFGF), TGF-
β, insuline growth factor 2 (IGF-2), Erythropoietin (Epo), Endothelin 1 (ET-1) durch 
HIF-1 reguliert werden und ebenfalls HRE besitzen [28]. Unter der Annahme, dass
HIF Bindungsstellen im Genlocus von S100 A4 aufweist, könnte S100 A4 unter
hypoxischen Bedingungen durch HIF reguliert sein. Kwapiszewska et al. bestätigten
eine Hochregulation von S100 A4 im Mausmodell der Hypoxie-induzierten PH. Nach
24h Hypoxiestimulation zeigte sich in PASMC von COPD-Patienten eine erhöhte
RNA-Expression (siehe 3.2.3). Zusätzlich zeigte sich in PASMC von Spenderlungen
eine erhöhte Proteinexpression von S100 A4 nach 24h Hypoxiestimulation.
Untersuchungen an adventitiellen Fibroblasten nach 24h Hypoxiestimulation zeigten
eine vermehrte RNA-Expression in Spender-, IPAH- und COPD-Lungen. Dies
bestätigte sich auf Proteinebene nur in den Spenderlungen (siehe 3.2.5). In
Pulmonalarterien von Mäuselungen konnte immunhistochemisch erst nach 7 und 21d
Hypoxieexposition eine erhöhte Expression von S100 A4 gemessen werden [68].
Eine Beteiligung von S100 A4 in der initialen Phase (nach 24h) der Hypoxie-
induzierten PH, aber auch in manifesten Formen primärer und sekundärer PH (IPAH,
COPD-assoziiert) ist denkbar. Eine Regulation von S100 A4 durch HIF kann
vermutet werden. Bekannt ist außerdem, dass die intrazelluläre Erhöhung von ROS
zu einer Erhöhung der HIF-1α-Proteinexpression führt und zur erhöhten Expression 
diverser Zielgene (VEGF, Erythropoietin) [160], möglicherweise auch S100 A4. So
wäre auch eine S100 A4 Regulation ohne Hypoxie denkbar.
Auf Transkriptionsebene wird S100 A4 unter anderem durch den β-Catenin/T-
Zellfaktor Komplex reguliert [187]. Dieser Komplex ist Bestandteil des kanonischen
Signalweges, welcher zu den WNT-Signalwegen gezählt wird. In verschiedenen
Erkrankungen wie z.B. die Osteoarthritis oder das Magenkarzinom wurde S100 A4
mit dem WNT-Signalweg in Verbindung gebracht [188, 189]. Alle drei WNT-
Signalwege (kanonischer Signalweg, nicht-kanonischer Signalweg und der Calcium-
Signalweg) verwenden Calcium-Signalkaskaden als ´second messenger´. Kiryushko
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et al. zeigten, dass an axonalem Wachstum ein S100 A4-vermittelter Calcium-
Signalweg beteiligt ist. Über diesen Signalweg werden u.a. G-Proteine und die
Phosphoinositol-spezifische Phospholipase C aktiviert. Als Folge daraus steigt der
Calciumeinstrom in die Zelle, was letztendlich zu axonalem Wachstum führt [190].
Eine Assoziation von S100 A4 mit dem WNT-Signalweg wäre somit denkbar. Ob
S100 A4 über den WNT-Signalweg in die Pathogenese von PH involviert ist, müssen
weitere Untersuchungen klären. Laumanns et al. haben bereits beschrieben, dass
der nicht-kanonische WNT-Signalweg in die Pathogenese der IPAH involviert ist
[129].
Ein weiterer Interaktionspartner von S100 A4 im Rahmen der PH ist Serotonin (5-
Hydroxytryptamin; 5-HT). In Tiermodellen schwächte der Verlust des
Serotonintransporters (SERT) oder des Serotoninrezeptors eine PH ab. So fand sich
im Mausmodell der Hypoxie-induzierten PH ein stärkerer Gefäßumbau in Mäusen,
die den SERT überexprimierten. Interessanterweise inhibierte Hypoxie die
Expression des SERT [191, 192]. In einer anderen Arbeit wurde im gleichen
Mausmodell der Serotoninrezeptor-2B in Mäusen sowohl pharmakologisch als auch
genetisch inhibiert. Diese Mäuse zeigten keine Erhöhung des PAP und keinen
Lungengefäßumbau unter der Einwirkung von Hypoxie [191]. Lawrie et al. zeigten,
dass Serotonin die RNA- und Proteinexpression von S100 A4 in huPASMC erhöhte.
S100 A4 wiederum stimulierte die Migration und Proliferation von S100 A4 über den
´receptor for advanced glycation end-products´ (RAGE) [184, 193]. Die Expression
von RAGE ist in diversen vaskulären Erkrankungen, wie z.B. Arteriosklerose [194],
arteriellen Restenosen [195] und diabetischer Vaskulopathie [196], hochreguliert.
Über autokrine oder parakrine Sekretion gelangt das S100 A4 dabei an den RAGE
von huPASMC. Dabei wird S100 A4 über folgenden Serotonin-Signalweg
bereitgestellt: Die Bindung von Serotonin an seinen Rezeptor vermittelt die
Phosphorylierung der ´extracellular signal-regulated kinase 1/2´ (pERK1/2), wobei
die Translokation von pERK1/2 wiederum abhänigig ist von SERT und ROS. Das
pERK1/2 gelangt in den Nucleus und phosphoryliert wiederum den
Transkriptionsfaktor GATA-4. Über pGATA-4 wird die Expression von S100 A4
hochreguliert. Eine Bindung an den RAGE erfolgt [193]. Da über den RAGE eine
Migration und Proliferation von huPASMC vermittelt wird und dieses zur
Mediaverdickung führen kann, ist eine Beteiligung von S100 A4 und RAGE in der
Pathogenese einer PH denkbar.
4.3.3 BDNF und TrkB
Wie in der Einleitung beschrieben, spielen Wachstumsfaktoren eine Rolle im
Gefäßumbau im Rahmen der PH. Ein gut beschriebenes Beispiel ist PDGF und sein
zugehöriger Rezeptor PDGFR. Schermuly et al. zeigten im Rattenmodell zur
Diskussion
83
Monocrotalin-induzierten PH und im Mausmodell zur Hypoxie-induzierten PH, dass
der PDGF-Rezeptorantagonist Imatinib (STI571) eine manifeste PH abmilderte. Dazu
wurden Parameter wie die Überlebenszeit, der rechtsventrikuläre Druck und das
Ausmaß der Rechtsherzhypertrophie bestimmt. In derselben Studie wurden des
Weiteren Patienten mit PAH (2 Patienten mit IPAH, 1 Patient mit Kollagenose-
assoziierter PAH und 1 Patient mit kongenitaler Herzerkrankung) auf die Expression
des PDGFR untersucht. In den PAH-Patienten war die Expression des PDGFR
signifikant erhöht [197].
BDNF gehört zur Gruppe der Neurotrophine (NTR), einer Polypeptidfamilie von
Wachstumsfaktoren [84]. TrkB gehört zur Familie der Tyrosinrezeptorkinasen (Trk)
und fungiert als Membranrezeptor für die Neurotrophine BDNF, NT-3 und NT-4/5
[96]. Im Mausmodell zur Hypoxie-induzierten PH konnte eine vermehrte RNA-
Expression von TrkB sowohl nach 24h als auch nach 7 und 21d Hypoxieexposition
gezeigt werden (persönliche Mitteilung; Dr. biol. hom. G. Kwapiszewska). Damit war
TrkB sowohl in der frühen (24h), als auch in der frühen chronischen (7d) und der
chronischen (21d) Phase der Hypoxie-induzierten PH hochreguliert. Weitere
Untersuchungen müssen klären, inwiefern der Wachstumsfaktor BDNF und sein
Rezeptor TrkB in den Gefäßumbau im Rahmen der PH involviert sind.
Es wurde gezeigt, dass diverse Tyrosinrezeptorkinasen in Hypoxie-induzierten und
Hypoxie-unabhängigen Formen des Gefäßumbaus auf RNA-Ebene reguliert sind
[197, 198]. Eine sauerstoffabhängige Regulation von TrkB konnte in Neuroblastom-
abgeleiteten Kellyzellen gezeigt werden, bei denen die Transkription des NTrk2-
Genes bei niedrigen Sauerstoffpartialdrücken stimuliert war. Vermittelt wurde dies
durch einen HIF-1-abhängigen Mechanismus [199]. Die Familie der
Tyrosinrezeptorkinasen (TrK) werden unter anderem durch folgende
Wachstumsfaktoren aktiviert: NGF (nerve growth factor) aktiviert TrkA, BDNF (brain-
derived neurotrophic factor) und NT-4/5 (Neurotrophin-4/5) aktivieren TrkB und NT-3
(Neurotrophin-3) aktiviert TrkC (siehe Abbildung 36). Dabei spielen TrkB und sein
Ligand BDNF eine Rolle in der Entwicklung, Differenzierung und Überleben von
Neuronen [200]. Zudem wurde gezeigt, dass BDNF und TrkB eine Rolle in nicht-
neuronalen Zellen spielen, wie z.B. in VSMC von Ratte und Mensch. Im
Gefäßsystem wurde BDNF in EC und VSMC von Herz, Skelettmuskel und den
großen Gefäßen beginnend in der späten Gestation bis ins Erwachsenenalter
exprimiert gefunden [95, 99]. In Voruntersuchungen konnten wir mittels
immunhistochemischer Färbung zeigen, dass BDNF und TrkB in humanem
Lungengewebe exprimiert wird. Die Epitope waren vor allem in den Epithelien der
Bronchien und den PASMC lokalisiert.
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Abbildung 36: Schematische Darstellung der Ligand-Rezeptor-Beziehung zwischen
Neurotrophinen und der Trk-Familie der Tyrosinrezeptorkinasen. (modifiziert nach Wartiovaara
[201]) Die dicken Pfeile markieren die primäre Ligand-Rezeptor-Verbindung. Sekundäre Beziehungen,
wie sie in speziellen Zellkultursystemen entdeckt wurden, sind durch gestrichelte Pfeile markiert. Alle
Neurotrophine interagieren mit p75.
In dieser Arbeit wurden die Expressionen von BDNF und TrkB in
Lungenhomogenaten von IPAH- und COPD-Patienten untersucht. BDNF zeigte in
IPAH- und COPD-Patienten eine vermehrte RNA-Expression. Auf Proteinebene
wurde dies nicht bestätigt. TrkB war ebenfalls auf RNA-Ebene in IPAH- und COPD-
Patienten hochreguliert. Auf Proteinebene wurde in IPAH- und COPD-Lungen die
trunkierte Form des TrkB nachgewiesen. Es fand sich aber keine vermehrte
Proteinexpression im Vergleich zu den Spenderlungen. Interessanterweise fand sich
in allen untersuchten IPAH-Patienten auf Proteinebene eine zweite zusätzlich
Proteinbande unterhalb der trunkierten Form des TrkB. Eine solche Bande wurde bis
jetzt nicht beschrieben. Weitere Untersuchungen müssen klären, welche Rolle diese
zusätzliche Proteinbande in IPAH einnimmt (siehe 3.4.2).
Zudem fand die Arbeitsgruppe an laser-mikrodisseziierten Pulmonalarterien, dass die
RNA-Expression von BDNF und TrkB in IPAH-Patienten hochreguliert war
(persönliche Mitteilung; Dr. biol. hom. G. Kwapiszewska). Eine ähnliche
Untersuchung zu COPD-Lungen fehlte. Um die Expressionen von BDNF und TrkB
auf zellulärer Ebene zu bestimmen wurden isolierte primäre PASMC und adventitielle
Fibroblasten aus humanen Pulmonalarterien kultiviert. BDNF zeigte weder in PASMC
noch in adventiellen Fibroblasten eine differentielle Expression auf RNA- und
Proteinebene. TrkB zeigte in PASMC von IPAH-Lungen und Fibroblasten von COPD-
Lungen eine vemehrte RNA-Expression (siehe 3.4.3). Auf Proteinebene zeigten sich
keine differentiellen Expressionen. Dennoch konnte eine BDNF- und TrkB-
Expression in huPASMC und adventitiellen Fibroblasten mittels indirekter
Diskussion
85
Immunfluoreszenz bestätigt werden (siehe 3.3.4 und 3.4.4). Eine Anfärbung zeigte
sich sowohl in Spenderlungen als auch in IPAH- und COPD-Lungen. Weitere
Untersuchungen sind notwendig, um den Einfluss von BDNF und TrkB in IPAH und
COPD auf zellulärer Ebene zu klären. Gegebenfalls ist ein größerer
Stichprobenumfang notwendig, um Mittelwertsunterschiede in den Gruppen zu
messen.
Es wird berichtet, dass BDNF und TrkB auf zellulärer Ebene in andere vaskuläre
Erkrankungen involviert sind. So zeigten sich erhöhte BNDF-Konzentrationen in
Makrophagen und VSMC von artheriosklerotisch-veränderten Koronararterien [95,
202]. Im Rattenmodell wurden nach Deendothelisation der Aorta signifikant erhöhte
Expressionen von BDNF und TrkB beobachtet. Die erhöhten Expressionen zeigten
sich innerhalb von drei Tagen nach Eingriff und dauerten bis zur Bildung einer
Neointima an [95]. Eine lokale Produktion von Neurotrophinen in der sich
entwickelnden Neointima könnte eine Akkumulation von VSMC oder sogar eine
Artheriogenese initiieren [95, 203]. Eine Rolle von BDNF konnte in der Angiogenese
in BDNF-/- Mäusen beobachtet werden. In diesen Mäusen kam es zu
Destabilisierung der Gefäßwände im Myokard, was zu intraventrikulären
Hämorrhagien und frühem postnatalen Tod geführt hatte [99]. Ähnlich hierzu zeigte
sich in TrkB-/- Mäusen eine reduzierte Gefäßformation subepikardial [204].
Zusammengenommen weisen diese Ergebnisse auf eine Beteiligung von BDNF und
TrkB in angiogenetischen Prozessen hin.
Da sich im Mausmodell zur Hypoxie-induzierten PH eine Regulation von BDNF und
TrkB unter Hypoxieeinwirkung gezeigt hatte, stimulierten wir huPASMC und
adventitielle Fibroblasten mit 24h Hypoxie. BDNF zeigte in Fibroblasten von
Spender-, IPAH- und COPD-Lungen nach 24 Hypoxiestimulation eine vermehrte
RNA-Expression (siehe 3.3.3). Da BDNF im Lungenhomogenat von IPAH- und
COPD-Lungen bereits hochreguliert war, kann nach kurzzeitiger Hypoxiestimulation
von einer zusätzlichen Mehrexpression in den Fibroblasten ausgegangen werden.
Eine differentielle Expression auf Proteinebene wurde nicht bestätigt. In den
Fibroblasten der COPD-Lungen konnte aber nach 24h Hypoxiestimulation eine
verstärkte Expression mittels Immunfluoreszenz beobachtet werden (siehe 3.3.4).
Die vermehrte RNA-Expression von BDNF in adventitiellen Fibroblasten von
Spenderlungen könnte auf eine Beteiligung von BDNF in der frühen Phase der
Hypoxie-induzierten PH deuten. Hier wäre interessant, wie sich längere
Hypoxiephasen auf die Expression von BDNF auswirken würden. Hinweis könnte die
vermehrte RNA-Expression in COPD-Patienten geben, da in COPD-assoziierter PH
die chronische Hypoxie eine wichtige Rolle spielt. Interessant wäre außerdem, wie
BDNF im Verlauf einer Hypoxie-induzierten PH differentiell exprimiert wird. Weitere
Untersuchungen müssen klären, ob eine Verbindung von BDNF und dem
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Transkriptionsfaktor HIF-1 in pulmonal-arteriellen Zellen von PH-Patienten besteht.
Nakamura et al. zeigten eine Beteiligung von BDNF an der Regulation von VEGF
und HIF-1α in Neuroblastomzellen. Die durch BDNF stimulierte Mehrexpression von 
VEGF und HIF-1α benötigte die Tyrosinkinaseaktivität des TrKB-Rezeptors. Eine 
erhöhte VEGF-Expression in Neuroblastomen korrelierte dabei mit einer schlechten
Prognose [205].
Die Untersuchungen zur TrkB-Expression in PASMC und adventitiellen Fibroblasten
nach 24h Hypoxiestimulation sahen wie folgt aus: In PASMC von COPD-Lungen war
TrKB nach 24h Hypoxieexposition auf RNA- und Proteinebene hochreguliert. In
Fibroblasten zeigte sich in IPAH-Lungen eine vermehrte RNA-Expression von TrkB
(siehe 3.4.3). Martens et al. konnten zeigen, dass NTrk2 ein sauerstoffreguliertes
Gen ist, welches für TrkB codiert und durch HIF-1 stimuliert wird. Nach Inkubation
von Neuroblastomzellen in 24h Hypoxie (FiO2=0,01) konnte eine erhöhte Migration
der Zellen beobachtet werden. Eine erhöhte Konzentration von TrkB korrelierte mit
einer schlechteren Prognose in Neuroblastomen [199]. Folglich könnten höhere
Konzentrationen von BDNF und TrkB proliferativ und migrationssteigernd auf die
PASMC wirken. Die Hochregulation der Zielgene, z.B. von VEGF kann zusätzlich
den Gefäßumbau vorantreiben.
Weiterhin konnte in Neuroblastomen gezeigt werden, dass der BDNF-/TrkB-
Signalweg einen anti-apoptotischen bzw. proliferativen Effekt besitzt [206]. Dieser
proliferative Effekt war abhängig von der TrkB-Aktivierung und anschließender
Phoshphorylierung der ´extracellular signal-regulated kinase´ (ERK). So dimerisiert
der TrkB-Rezeptor nach Bindung durch einen Liganden und autophosphoryliert seine
spezifischen Tyrosinreste. Über diesen Mechanismus wurden intrazelluläre
Signalkaskaden ausgelöst [90]. Weitere Untersuchungen sind notwendig, um die
intrazellulären Signalkaskaden, welche von BDNF und TrkB ausgelöst werden, zu
beschreiben. Die Ergebnisse dazu könnten wichtige Hinweise zu der Entstehung von
Proliferation und Migration in PASMC im Rahmen einer PH liefern.
4.3.4 TSP-1 und CD36
CD36, auch Glykoprotein IV genannt, ist eines der Rezeptormoleküle, mit deren Hilfe
Makrophagen apoptotische Zellen erkennen und phagozytieren können [207]. Über
den CD36-Rezeptor werden apoptotische Zellen erkannt [208], ähnlich wie mittels
des Vitronectin-Rezeptors [209]. Eines der wichtigsten Moleküle, das als „molekulare
Brücke“ zwischen Makrophagen und apoptotischen Zellen funktioniert, ist das
Glykoprotein TSP-1. CD36 steht in Verbindung mit sehr verschiedenen Funktionen
des Organismus, wie Zelladhäsion und Zelldifferenzierung und auch mit diversen
Erkrankungen (z. B. Atherosklerose, Myokardinfarkt) [119, 210]. Es wurde assoziiert
mit Prozessen wie Opsonierungsrezeptorfunktion, Fettmetabolismus,
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Entzündungsgeschehen, Angiogenese und TGF-β-Aktivierung [211, 212]. Das 
Protein konnte auf vielen Zellen (z. B. EC, SMC) nachgewiesen werden und fungiert
dort als Rezeptor für TSP-1 [213]. Die Thrombospondine bilden eine Familie aus fünf
extrazellulären Matrixproteinen mit unterschiedlichen Effekten im Bereich der Zell-
adhäsion, -motilität, -proliferation und dem Überleben der Zellen [210, 214, 215].
TSP-1 scheint im Rahmen physiologischer und pathologischer Prozesse, die mit
einer niedrigen Sauerstoffspannung einhergehen (Wundheilung, Invasion von
Tumorzellen, Angiogenese), eine Rolle zu spielen [216]. Es lässt sich in großer
Menge in Thrombozyten finden, wird bei der Thrombin-abhängigen Aktivierung von
Blutplättchen sezerniert, bindet an die Plättchenoberfläche und bewirkt durch
Interaktion mit Fibrinogen/Fibrin dessen Aggregation [215]. Des Weiteren wird es von
EC und SMC synthetisiert [217, 218]. Es konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung
von L-TGF-β1 an aktivierten Alveolarmakrophagen neben Plasmin auch TSP-1 und 
CD36 benötigt [211]. Inaktives TGF-1 und TSP-1 bilden einen Komplex, der sich mit
CD36 verbindet, wodurch die Freisetzung von aktivem TGF-1 ermöglicht wird. TGF-
ist für verschiedene durch Gefäßverletzungen hervorgerufene Prozesse (SMC- und
Fibroblasten-Proliferation, Matrix-Synthese und -Ablagerung) verantwortlich. In der
Einführung der Diskussion wurde die Beteiligung des BMPR2-Gen, welches zur
TGF-β-Superfamilie gerechnet wird, im Rahmen der idiopathischen PAH (IPAH) 
beschrieben [21]. Weitere Untersuchungen sind notwendig, um die Verbindung von
TSP-1 und CD36 mit TGF-β im Rahmen der IPAH zu ermitteln und TSP-1 und CD36 
in den Pathomechanismus der PH einzuordnen.
Kwapiszewska et al. zeigten im Mausmodell zur Hypoxie-induzierten PH, dass TSP-1
nach 24h und 7d Hypoxie auf RNA-Ebene hochreguliert war. TSP-1 war so in der
frühen (24h) und frühen chronischen (7d) Phase der Hypoxieexposition auf RNA-
Ebene verstärkt exprimiert. CD36 war nach 24h Hypoxieexposition hochreguliert,
zeigte aber nach längerer Hypoxieeinwirkung (21d) eine Minderexpression. Die
Genregulationen zeigten sich jeweils in mikrodisseziierten Pulmonalarterien. Eine
Genregulation im Lungenhomogenat von Mäusen konnte nicht nachgewiesen
werden. Die Lokalisation von CD36 wurde mittels Immunhistochemie in den
Pulmonalarterien bestätigt [68]. Die Ergebnisse aus dem Mausmodell weisen auf
eine spezifische Genregulation im Bereich der Pulmonalarterien und
Widerstandsgefäßen im Rahmen der Hypoxie-induzierten PH hin.
In dieser Arbeit wurde keine differentielle RNA-Expression von TSP-1 im
Lungenhomogenat von IPAH- und COPD-Patienten gemessen. Es zeigte sich aber
eine vermehrte Proteinexpression von TSP-1 im Lungenhomogenat von COPD-
Lungen (siehe 3.5.2). In adventitiellen Fibroblasten von COPD-Lungen wurde eine
verminderte RNA-Expression gemessen. Auf Proteinebene zeigte sich keine
differentielle Expression. Die Hochregulation auf Proteinebene im Lungenhomogenat
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zusammen mit der Herabregulation in Fibroblasten auf RNA-Ebene erscheint auf den
ersten Blick widersprüchlich. Möglicherweise ist TSP-1 in humanen PH-Formen nicht
nur in den Pulmonalarterien reguliert, sondern auch in einem anderen Kompartiment.
Eine Kompartment-spezifische Untersuchung von Lungenhomogenaten aus PH-
Patienten könnte diesen Sachverhalt klären. Unterstützt wird dies durch die
Tatsache, dass weder in PASMC noch in adventitiellen Fibroblasten von COPD-
Lungen eine positive Anfärbung von TSP-1 mittels Immunfluoreszenz gezeigt wurde.
Interessanterweise zeigten sich aber in den PASMC der Kontrollgruppe und den
Fibroblasten der IPAH-Gruppe eine zytoplasmatische Expression von TSP-1 (siehe
3.5.4). Offenbar gibt es Expressionsunterschiede zwischen kultivierten Fibroblasten
und dem Lungengewebe bezüglich TSP-1.
CD36 zeigte keine differentielle RNA-Expression im Lungenhomogenat von COPD-
und IPAH-Lungen. Auf Proteinebene zeigte CD36 aber eine vermehrte Expression in
IPAH-Lungen (siehe 3.6.2). Möglicherweise war auch hier eine differentielle RNA-
Expression zu den Zeitpunkten der Messung nicht messbar gewesen. Im
Mausmodell zur Hypoxie-induzierten PH wurde mittels Immunhistochemie eine
Expression von CD 36 in Pulmonalarterien bestätigt [68]. In isolierten PASMC von
IPAH-Lungen wurde eine vermehrte RNA-Expression von CD36 gemessen.
Zusätzlich zeigte sich in der indirekten Immunfluoreszenz eine Expression von CD36
in adventitiellen Fibroblasten. So könnte in Pulmonalarterien von IPAH-Patienten die
differentielle Expression von CD36 ebenfalls eine Rolle spielen. In der COPD-Gruppe
wurde mittels indirekter Immunfluoreszenz eine CD36-Expression in PASMC und
Fibroblasten gezeigt. Ebenfalls zeigte sich eine CD36-Expression in Fibroblasten von
Spenderlungen. Zumindest in PASMC der COPD-Gruppe kann von einer
krankheitsspezifischen Expression ausgegangen werden. Auf RNA- und
Proteinebene wurde dies nicht bestätigt. Zusätzlich konnte in allen positiv gefärbten
Zellen eine diffus fleckförmige Verteilung von CD36 beobachtet werden (siehe
Fehler! Verweisquelle konnte nicht gefunden werden.). In den Fibroblasten zeigte
sich eine unspezifische Expression von CD36 in allen untersuchten Gruppen. Die
gewonnenen Ergebnisse sollten in weiteren Experimenten überprüft werden.
Des Weiteren wurde in dieser Arbeit der Einfluss einer 24h Hypoxiestimulation auf
die Expression von TSP-1 und CD36 in PASMC und adventitiellen Fibroblasten
untersucht. So zeigte TSP-1 in PASMC von Spenderlungen eine verminderte RNA-
Expression nach Hypoxiestimulation. Möglicherweise ist TSP-1 in die frühe
hypoxische Adaptation von Pulmonalarterien aus Spendern involviert. Zudem wurde
eine vermehrte Expression in Fibroblasten von IPAH- und COPD-Lungen
beobachtet. Dies weist auf eine Regulation von TSP-1 in IPAH und COPD nach
kurzzeitiger Hypoxiestimulation hin. Interessanterweise trägt chronische Hypoxie
entscheidend zur Entwicklung der COPD-assoziierter PH bei. Im Lungenhomogenat
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von COPD-Lungen zeigte sich bereits eine Hochregulation auf Proteinebene (siehe
3.5.2).
CD36 zeigte in Fibroblasten von COPD-Lungen eine vermehrte RNA-Expression
nach 24h Hypoxiestimulation. In der Immunfluoreszenz zeigte sich ebenfalls eine
vermehrte Expression von CD36 in Fibroblasten von COPD-Lungen nach der
Hypoxiestimulation (siehe 3.6.5).
Eine Regulation von CD36 in pulmonal-arteriellen Fibroblasten im Rahmen einer
COPD-assoziierten PH ist denkbar. Der zusätzliche Hypoxiestimulus könnte ein
wichtiger Faktor in der Entstehung humaner Formen der PH sein. Weiterhin muss
geklärt werden, ob eine Assoziation von TSP-1 und CD36 mit dem
Transkriptionsfaktor HIF vorliegt, welcher in Hypoxie-assozierten und Hypoxie-
unabhängigen Formen der PH eine Rolle spielt [142]. Hierzu gibt es bisher keine
Untersuchung. Osada-Oka et al. zeigten jedoch, dass TSP-1 unter Hypoxie die
Migration von SMC in Koronararterien fördert. Dabei wurde die Expression von TSP-
1 durch HIF-1α reguliert [219]. Nach leichten Gefäßverletzungen konnte eine 
Aktivierung von VSMC durch TSP-1 nachgewiesen werden. TSP-1 induziert dabei
eine Proliferation und Migration der VSMC mit Ausbildung einer Neointima [220]. Es
konnte weiterhin gezeigt werden, dass TSP-1 neben β1-Integrin in die 
Thrombozyten-vermittelte Proliferation von VSMC involviert ist [221]. TSP-1 und sein
Rezeptor CD36 können somit in die Pathogenese und den Gefäßumbau im Rahmen
von IPAH und COPD-assoziierter PH involviert sein.
Untersuchungen haben gezeigt, dass chronische Lungenischämie (z.B. Komplikation
einer Endarterektomie oder Lungenembolie) eine Überexpression von pro-
apoptotischen Faktoren fördert. Daraus resultierte eine endotheliale Dysfunktion mit
signifikantem Anstieg des Endothelzelluntergangs. Einer der stärksten regulierten
Gene war dabei TSP-1 [222]. Primo et al. zeigten, dass CD36, getriggert durch TSP-
1, die Angiogenese über eine Stimulation von VEGF-A hemmt [223]. Im
Umkehrschluss konnte eine Förderung der Angiogenese mit Proliferation und
Migration der EC durch Immobilisierung von TSP-1 erreicht werden [214]. Es
existieren verschiedene Mechanismen, welche den anti-angiogenetischen Effekt
vermitteln (Abbildung 37): (a) In mikrovaskulären EC der Dermis konnte gezeigt
werden, dass durch die Bindung von TSP-1 an CD36 eine Hochregulation des Fas-
Liganden (Fas-L) vermittelt wird, was wiederum zu einer Aktivierung von Apoptose-
Signalkaskaden führt. Die Bedeutung des Fas-L und TSP-1 konnte in weiteren
Studien belegt werden. So konnte in Fas- bzw. Fas-L-defizienten Mäusen TSP-1
nicht die Neovaskularisation in der Kornea hemmen [224]. (b) Ein zweiter potentieller
Mechanismus anti-angiogenetischer Effekte durch TSP-1 war die Inhibition der
Proliferation mikrovaskulärer EC der Dermis. Es konnte gezeigt werden, dass TSP-1
über Caspase-unabhängige Signalkaskaden die Hemmung des Zellzyklus in der
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G0/G1-Phase vermittelt. Ein zugehöriger Rezeptor für die Hemmung des Zellzyklus
konnte nicht identifiziert werden [225]. (c) Die Interaktion mit den Metalloproteinasen-
2 und -9 (MMP-2/9) stellt ebenfalls einen potentiellen Mechanismus anti-
angiogentischer Effekte durch TSP-1 dar. Hier konnte TSP-1 die MMP-2/9-Aktivität
über Komplexbildung hemmen [226]. Die Komplexbildung wiederum interagiert mit
dem ´low-density lipoprotein receptor-related protein (LRP)´, welcher wie CD36 einen
´scavenger´-Rezeptor darstellt, und letztendlich in Lysosomen degradiert wird [227].
Abbildung 37: Inhibition der Angiogenese durch TSP-1. (entnommen aus [228]) (→) bedeutet 
Induktion, (┴) bedeutet Inhibition, Metalloproteinasen (MMP).
Zusätzlich konnten Isenberg et al. zeigen, dass der Stickstoffmonoxid(NO)-
Signalweg über TSP-1 inhibiert werden kann. In Tumoren vermittelt NO eine
Neovaskularisation und besitzt zudem pro-angiogenetische Effekte durch Interaktion
mit dem VEGF-A. Außerdem stellt NO einen potenten Vasodilatator im Gefäßsystem
dar [229]. Intrazellulär wirkt NO auf das cyklische Guanosinmonophosphat (cGMP),
welches in diversen Signalkaskaden im Rahmen von vaskulären Zellfunktionen
involviert ist. TSP-1 ist ein potenter Inhibitor des NO-Signalweges in EC, VSMC und
Thrombozyten [230-232]. Die Inhibition des NO-Signalweges durch TSP-1 wird in EC
und VSMC über die Rezeptoren CD36 und CD47 vermittelt [233]. Es wird vermutet,
dass die Angiogenese über die TSP-1/Rezeptorbindung auf der Stufe der cGMP-
abhängigen Kinase gehemmt wird [234].
Weitere Untersuchungen zu intrazelluären Signalkaskaden müssen klären, wie TSP-
1 und CD36 einen anti-angionetischen Effekt im Rahmen der PH vermitteln und über
deren Inhibiton möglicherweise eine Proliferation und letztendlich der Gefäßumbau
induziert werden könnte. Hierzu könnten Untersuchungen an der Zellkultur von EC,
PASMC und adventitiellen Fibroblasten aus Pulmonalarterien klären, ob TSP-1 und
Diskussion
91
CD36 eine funktionelle Rolle in diesen Zellarten einnehmen und gegebenenfalls eine
Proliferation und/oder Migration induzieren können.
4.4 Schlussfolgerungen und Ausblick
Ziel der Arbeit war es, ausgewählte Gene und Proteine, die im Mausmodell der
Hypoxie-induzierten PH als reguliert identifiziert wurden, bezüglich ihrer Regulation
bei primärer (IPAH) und sekundärer (COPD-assoziiert) PH zu untersuchen.
Eine Regulation auf RNA- oder Proteinebene konnte −unterschiedlich stark 
ausgeprägt− bei allen untersuchten Genen und Proteinen gezeigt werden. In 
welchem Ausmaß die untersuchten Gene und Proteine Einfluss auf den
Gefäßumbau nehmen, sollte Gegenstand weiterer Nachforschungen sein. Es wurden
die Expressionen der Gene und Proteine sowohl im Lungenhomogenat, als auch in
isolierten primären PASMC und Fibroblasten der Pulmonalarterie untersucht. Dabei
war das Zielkompartiment das arterielle Pulmonalgefäß, wo letztendlich der
Gefäßumbau der PH stattfindet. Die Hypoxie-Inkubation der untersuchten Zellen war
dabei als zusätzlicher Stimulus gedacht, welcher eine differentielle Expression der
Gene und Proteine induzieren könnte. Unterschiedliche Expressionen konnten auf
RNA- und Proteinebene, sowie in der Immunfluoreszenz beobachtet werden. Die
gewonnen Erkenntnisse könnten sowohl pathologische, diagnostische als auch
therapeutische Relevanz für die IPAH und COPD-assoziierte PH besitzen.
Die IPAH geht mit einer Erhöhung des pulmonal-arteriellen Druckes einher. Eine
genaue Entschlüsselung des Pathomechanismus fehlt noch derzeit. Genetische
Faktoren, wie Mutationen im BMPR2-Gen, sind bei einem Teil der Fälle
nachgewiesen. Im fortgeschrittenen Stadium der COPD kann es ebenfalls zu einer
PH kommen. Diese entsteht u.a. durch chronisch-alveoläre Hypoxie und
Inflammation infolge von Zigarettenrauch.
In dieser Studie wurde zum ersten Mal beschrieben, dass die Kandidatengene und
-proteine in diesen Erkrankungen eine Rolle spielen. In weiteren Nachforschungen
könnten Interaktionspartner, Signalkaskaden und -mechanismen der hier
untersuchten Gene und Proteine exploriert werden. Dies könnte weiteren Aufschluss
über die komplexen Pathomechanismen im Rahmen von IPAH und COPD geben




Die pulmonale Hypertonie (PH) tritt idiopathisch (IPAH/FPAH) oder sekundär als
Folge anderer Erkrankungen auf. Bei der chronisch obstruktiven Lungenerkrankung
(COPD) und nach chronischer Hypoxie kann sich eine PH über eine hypoxische
Vasokonstriktion entwickeln. Allen Formen gemeinsam ist ein pulmonaler
Widerstandshochdruck und ein Gefäßumbau der Pulmonalarterien (vascular
remodelling). Die zugrunde liegenden Signalwege sind nur lückenhaft bekannt.
In dieser Arbeit sollten 6 Kandidatengene und -proteine (FHL-1, S100 A4, BDNF,
TrkB, TSP-1 und CD36), die zuvor im Mausmodell der Hypoxie-bedingten PH als
reguliert identifiziert wurden, bei idiopathischer und sekundärer PH charakterisiert
werden. In einem ersten Schritt wurden Proben von Lungenhomogenat aus IPAH-
und COPD-Patienten mit denen von Spendern verglichen. Dazu wurden quantitative
PCR und Western Blot eingesetzt. FHL-1, S100 A4, BDNF und TrkB zeigten in IPAH-
und COPD-Patienten eine veränderte mRNA-Expression im Vergleich zu den
Spendern. Zudem zeigten sich Regulationen in IPAH- und COPD-Patienten auf
Proteinebene (IPAH: FHL-1 und CD36; COPD: TSP-1). Um mögliche
Expressionsveränderungen im vaskulären Kompartiment zu beurteilen, wurden
primäre pulmonal-arterielle Gefäßmuskelzellen (PASMC) und Fibroblasten der
Adventitia isoliert und unter normoxischen Bedingungen kultiviert (FiO2=0,21).
Expressionsveränderungen der Kandidatengene und -proteine (FHL-1, S100 A4,
BDNF, TrkB, TSP-1 und CD36) in IPAH- und COPD-Patienten wurden mit denen von
Spendern verglichen. Hierzu wurden die quantitative PCR, Western Blot und die
indirekte Immunfluoreszenz eingesetzt. Es bestätigte sich eine differentielle mRNA-
Expression in isolierten Primärzellen aus IPAH- (PASMC: FHL-1, TrkB und CD36)
und COPD-Lungen (PASMC: FHL-1; adventitielle Fibroblasten: BDNF und TSP-1).
Zudem wurde FHL-1 in isolierten primären PASMC und adventitiellen Fibroblasten
aus IPAH-Lungen auf Proteinebene als reguliert gefunden. In einem nächsten Schritt
wurde die basale Expression der Kandidatengene und -proteine mit der Expression
nach Hypoxiestimulation verglichen (24h; FiO2=0,01). Auf mRNA-Ebene führte die
Hypoxiestimulation zu einer differentiellen Expression in Zellen aus IPAH-
(adventitielle Fibroblasten: FHL-1 und TSP-1) und COPD-Lungen (PASMC: S100 A4
und TrkB; adventitielle Fibroblasten: FHL-1, TSP-1 und CD36).
Weiterhin wurde die zelluläre Lokalisation der Kandidatenproteine in PASMC
und  adventitiellen  Fibroblasten mittels indirekter  Immunfluoreszenz  untersucht. Es
zeigte sich in erster Linie eine Lokalisation im Zytoplasma.
Die Ergebnisse belegen, dass die untersuchten Gene und Proteine im Gefäßumbau
im Rahmen der IPAH und COPD-assoziierten PH reguliert sind. Die gewonnenen
Ergebnisse weisen auf eine Beteiligung zugrundeliegender Signalkaskaden in IPAH
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und COPD-assoziierter PH hin. Zudem könnten sie Ansatzpunkte für neue




Pulmonary hypertension exists in an idiopathic form (IPAH/FPAH) as well as
secondary to different diseases. In chronic obstructive lung disease (COPD) and
chronic hypoxia, pulmonary hypertension may develop via hypoxic vasoconstriction.
All forms of pulmonary hypertension are characterised by an increase of pulmonary
resistance followed by vascular remodelling. The underlying signalling pathways are
poorly understood.
In previous studies, using the mouse model of hypoxia-induced pulmonary
hypertension, six candidate genes and proteins (FHL-1, S100 A4, BDNF, TrKB, TSP-
1 and CD36) were identified to be regulated in vascular remodelling. The aim of this
study was to characterise their role in vascular remodelling of idiopathic and
secondary pulmonary hypertension in humans. At first, samples from lung
homogenate of IPAH and COPD patients were compared to donors using
quantitative PCR and Western Blot. The mRNA expression levels for FHL-1, S100
A4, BDNF and TrkB revealed higher regulation in IPAH and COPD patients as
compared to donor lungs. In addition, protein levels were regulated in IPAH and
COPD patients (IPAH: FHL-1 and CD36; COPD: TSP-1). Focussing on the vascular
compartment of IPAH and COPD lungs, primary pulmonary arterial smooth muscle
cells (PASMC) and adventitial fibroblasts were isolated and cultivated under
normoxic conditions (FiO2=0.21). Expression levels of FHL-1, S100 A4, BDNF, TrkB,
TSP-1 and CD36 in cells from IPAH and COPD patients were compared to donors
using quantitative PCR, Western Blot and indirect immunofluorescence. Differential
mRNA expression levels were confirmed to be regulated in isolated primary cells of
IPAH (PASMC: FHL-1, TrkB and CD36) and COPD lungs (PASMC: FHL-1;
adventitial fibroblasts: BDNF and TSP-1). In addition, FHL-1 showed pronounced
protein levels in isolated primary PASMC and adventitial fibroblasts of IPAH lungs.
Furthermore, basal expression levels were compared to those under hypoxic
stimulation (24h; FiO2=0.01). On mRNA level, hypoxic stimulation were leading to a
differential expression in cells of IPAH (adventitial fibroblasts: FHL-1 and TSP-1) and
COPD lungs (PASMC: S100 A4 and TrkB; adventitial fibroblasts: FHL-1, TSP-1 and
CD36).
Using indirect immunofluorescence we checked for cellular localisation of the
candidate proteins in PASMC and adventitial fibroblasts. Predominantly, most of the
proteins were localising to the cytoplasm.
This report shows differential expression levels of the examined genes and proteins
in vascular remodelling of IPAH and COPD-associated pulmonary hypertension. The
results point to an involvement of the underlying signalling cascades in IPAH and
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COPD-associated pulmonary hypertension and could be of interest for new
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N u m m er E in g an g am In itia lien d es Alte r G esch lech t E rk ran ku n g H ea th /E d w ard s k lin isch re levan te
S p en d ers K lass ifika tio n D iag n o sen
12 ? ? ? ? S pende r unau ffä llige G e fäß e
aus H om burg
36 17 .03 .20 04 ? ? ? S pende r unau ffä llige G e fäß e
38 21 .03 .20 04 ? ? ? S pende r unau ffä llige G e fäß e
58 14 .06 .20 04 ? 53 m änn lich S pende r unau ffä llige G e fäß e
ke ine N r. 27 .06 .20 05 ? ? ? S pende r unau ffä llige G e fäß e
15 06 .04 .20 03 P .P . 42 w e ib lich IP A H G rad IV N Y H A III
17 13 .05 .20 03 S .D iR . 42 w e ib lich IP A H G rad IV N Y H A III
25 22 .10 .20 03 C .P . 52 w e ib lich IP A H G rad IV
63 A 01 .08 .20 04 T .P . 28 w e ib lich IP A H G rad IV
94 18 .02 .20 05 W .I. 26 w e ib lich IP A H G rad IV
33 11 .03 .20 04 S .A . 60 w e ib lich C O P D G rad II Lungenem p hysem
34 16 .03 .20 04 R .P . 53 m änn lich C O P D G rad II in te rs titie lle F ib rose
44 06 .04 .20 04 L .J 60 m änn lich C O P D G rad II N iko tinabusus
51 13 .05 .20 04 P .P . 63 m änn lich C O P D G rad III H ypoxäm ie , C o litis u lce rosa




Nummer Eingang am Initialien des Alter Geschlecht Erkrankung Heath/Edwards klinisch relevante Diagnosen
Spenders Klassifikation
1189 18.05.2005 ? ? ? Spender unauffällige Gefäße
99 10.03.2005 ? ? ? Spender unauffällige Gefäße
120 29.06.2005 N.F. 63 weiblich Spender unauffällige Gefäße Bronchitis, Lungenemphysem, Anthrakose
126 22.09.2005 ? ? ? Spender unauffällige Gefäße Emphysem, rez. Lugenembolien
141 16.12.2005 ? ? weiblich Spender unauffällige Gefäße
74 27.10.2004 C.M. 27 weiblich IPAH Grad IV portale Hypertonie, NYHA I
94 18.02.2005 W.I. 26 weiblich IPAH Grad IV
113 08.06.2005 F.S. 20 weiblich IPAH Grad IV NYHA III
19\11 20.09.2005 ? ? ? IPAH Grad II
165 10.04.2006 J.K. 23 männlich IPAH Grad IV
9 20.11.2002 T.C. 27 männlich IPAH Grad II, fragl. veno- hochgradige Pulmonalsklerose,
okklusive Komponente PAP bei 100 mmHg, Trikuspidalinsuffizienz IV
85 13.01.2005 A.G. 59 weiblich COPD Grad I
90 04.02.2005 K.P. 57 männlich COPD Grad I-II
96 21.02.2005 M.N. 56 männlich COPD Grad II-III α1-Antitrysinmangel, Nikotinabstinenz seit ´79
110 11.05.2005 B.M. 53 männlich COPD Grad II Anthrakose
114 15.06.2005 M.J. 50 weiblich COPD Grad III





Ich erkläre: „Ich habe die vorgelegte Dissertation selbstständig, ohne unerlaubte
fremde Hilfe und nur mit den Hilfen angefertigt, die ich in der Dissertation angegeben
habe. Alle Textstellen, die wörtlich oder sinngemäß aus veröffentlichten oder nicht
veröffentlichten Schriften entnommen sind, und alle Angaben, die auf mündlichen
Auskünften beruhen, sind als solche kenntlich gemacht. Bei den von mir
durchgeführten und in der Dissertation erwähnten Untersuchungen habe ich die
Grundsätze guter wissenschaftlicher Praxis, wie sie in der „Satzung der Justus-





Zum Abschluss meiner Arbeit möchte ich mich ganz besonders bei meinem
Doktorvater Professor Dr. med. Ludger Fink für die Bereitstellung des interessanten
Themas bedanken. Durch seine nette und geduldige Art und seine Bemühungen hat
er die Arbeit vorangetrieben und hatte stets ein offenes Ohr für anfallende Probleme.
Weiterhin danke ich recht herzlich meiner Betreuerin Dr. biol. hom. Grazyna
Kwapiszewska. Ihre kollegiale Art, die Gespräche und Anregungen, das Einarbeiten
in die Techniken haben mich motiviert und die Arbeit im Labor angenehm gestaltet.
Danke dir, Grazyna, für die schöne und interessante Zeit im Labor.
Danken möchte ich außerdem Dr. rer. nat Jochen Wilhelm für die Unterstützung in
Sachen Statistik und Software. Mit seiner Hilfe habe ich die Tücken, aber auch die
Möglichkeiten von Statistik kennen und schätzen gelernt.
Des Weiteren bedanke ich mich bei Frau Maria M. Stein und Dr. med. Jens Wolff für
die große Hilfsbereitschaft und Unterstützung rund um die Versuchsabläufe und
Gerätschaften im Labor. Danke dem ganzen Laborteam der Pathologie für die
harmonische Atmosphäre.
Prof. Dr. rer. nat. N. Weissmann, sowie der Med.-technischen Assistentin Sabine
Gräf-Höchst für die großzügige Bereitstellung des Untersuchungsgutes.
Einen großen Dank an meine Eltern und meinen Bruder Peter, die mich in der
ganzen Zeit unterstützt haben und immer an mich geglaubt haben.
Zum Schluss danke ich allen meinen Freunden, die mich in manch frustrierenden
Momenten abgelenkt und mir so neuen Mut für die Bearbeitung der Arbeit gegeben
haben.
Gießen, Januar 2010 Roger Trösser
